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OBTENCION DEL PUNTO OPTIMO DE CONIDIACION DE LOS 

DERMATOFITOS 

  

RESUMEN 

Los dermatofitos se encuentran ampliamente distnbuidos en el suelo y en substratos que tienen queratina tales 

como la piel y Jas witas de animales y el humano El termino dermatofito fue defmido por Hawkswortk como un hongo 

parasitamte de tejido queratinizado de la piel y anexos (pelos, pestafias, cejas y ufias) de hombres y animales y 

causantes de dermatofitosis (tifta 0 tinea) (23) 

Estos hongos, se han clasificado siguiendo las regias de nomenclatura y taxonomuia botanicas, en 3 géneros, 

Trichophyton. Microsporum y Epidermophyton 

La comprension de las micosis requiere del conocimiento det parasito y del huésped Estas relaciones parasito- 

huésped constituyen ta esencia del estudio de ias micosis, asi como de todas las enfermedades de ongen infeccioso, su 

estudio se apoya en los datos proporcianados por los laboratorios 

La identificacion de los dermatofitos se puede realizar por diversos métodos en el laboratorio: 

1) La observacién de la morfologia colonial y la morfologia microscopica, mediante el adecuado cultivo y el uso 

de {a técnica del microcultivo (Para optimizar este proceso se requiere conocer los tiempos éptmos de 

conidiacion mediante la microscopia Optica, de transmision y de barnido) 

2) Pruebas bioquimicas para los dermatofitos 

3) Pruebas inmunologicas de identificacidn de los dermatofitos. 

Se sabe que las macroconidias son el rasgo principal para identificar a los dermatofitos. La mayor distincién entre 

Microsporum. Trichophyton y Epidermophyton es la naturaleza de la pared celular de la macroconidia’ rugosa en el 

primero y lisa en los ultimos 

Por lo que se elige en nuestra investigacion la observacién de la morfologia colonial y microscépica 

{macroconidias, microconidias. forma de jas hifas. etc.) mediante el adecuado cultivo, el uso de !a tecnica de 

mucrecultive y observacién por microscopia Optica de las laminillas, para conocer los tiempos 6ptimos de conidiacion 

A su vez se fogré modificar ta técnica de tincién de azul de Anilina Lactofenol con un tiempo de exposicion en la 

preparacion de 2 horas a temperatura ambiente ( Anexo 2 ), optimizandose el tiempo de tincién. Se ha definido e! 

tiempo Optimo de crecimiento y conidiacion en 12 de 13 dermatofitos en agar glucosa Sabouraud, para este fin se 

utiliz6 e} medio de Borelli que favorece la conidiacion de algunas especies como medio de enriquecimiento 

En ef aspecto didictico y apticable en la docencia se generaron 432 preparaciones fijas, 20 diapositivas de 

morfotogia colonial desde diversos angulos de los 13 dermatofitos, 100 diapositivas y 26 fotografias de morfologia 

microscopica tomadas en el fotomicroscopio Olimpus a inmersién débil y fuerte, en donde se muestran las 

caracteristica de las especies de dermatofitos que se encuentran en el cepario.



INTRODUCCION 

ANTECEDENTES HISTORICOS 

Las micosis fueron descritas por los griegos y tos romanos, los primeros les llamaron herpes por su forma circular, 
y los segundos, tinea (tifa) que significa larva o polilla 

En el siglo XVH en México se utilizaba la “calota” como tratamiento en indigenas tarahumaras, no sin antes 

encomendarlos a Justo Mantr, el santo de las tifias; el tratamiento consistia en un birrete preparado con resinas 
calientes que se aplicaban en la zona afectada, dejandolo secar y luego se arrancaba bruscamente, de esta manera se 

desprendian tas escutulas de} favus, pero se producian grandes hemorragias. ( 16) 

E} término dermatofito significa “planta de piel”. No se conoce cuando y quién acufio el término “Dermatofito” 
En un suplemento para el diccionario Inglés de Oxford se documento como sigue: 1882 Syd Soc Lex I 

Dermatophytico Relative o perteneciente a dermatophvtos, Hawksworth definid e] término dermatofito como sigue 
“un hongo parasitante de tejido queratinizado (pelo. piel y ufhas) en hombres y animales, son causantes de 
dermatofitosis (iifia, tinea). Estos hougos, los cuales son tipicamente Hyphomycetos con teleomorfismo en 

Gymnoascaseae (Eurotiales). ha sido frecuentemente tratado como un grupo especial los “Dermatofitos u Hongos de 
tifias. La tifa es cosmopofita y los hongos de tipo dermatofito se encuentran ampliamente en suelo y en subsiratos 

que contienen queratina tales como nidos de pajaro” 27) 

En 1890 Sabouraud inicié el estudio sistematico de las dermatofitosis y en 1910 publico una enciclopedia, cuyo 

tercer volumen “ Les Teignes “. se considera como una obra clasica de fa fiteratura médica, clasificando por primera 

vez a los denmatofitos en 4 generos, Trichophyton, Microsporum. I:pidermophyton } Achorion 

En 1934 Emmon, siguiendo las reglas de nomenclatura y taxonomia botanicas, clasificé a los dermatofitos en solo 3 

generos, 7richophyton, Microsporum y Epidermophyton, e\ cual no inclwa al género Achorton Pese a la poca 
importancia clinica de las micosis superficiales. es interesantes sefiaiar que los dermatofitos estuvieron a punto de 
cambiar la historia, pues en 1942, durante la 2a guerra mundial muchos soldados britanicos aliados presentaron 
formas incapacitantes de “ tifa de las pies “ lo cual dio lugar a la obra * Fungi go to war ~ 

En $945, Latapi describié en México los primeros casos de Tokelau en la sierra Norte de Puebla En 1977, Ajello 
hizo una revision bistorica y sefialé que el conocimiento sobre dermatofitos ha sido paralelo al desarrollo de la 

micologia medica en general. (5) 

CLASIFICACION DE LOS HONGOS. 

Clasificacion de Whitaker (1969): 

REINO: 

Animal 
Vegetal 

Fungi. Hongos 
Protista 
Monera.



Taxonomia del Reino Fungi. 

La taxonomia de los hongos se basa principalmente en criterios morfoldgicos y en las caracteristicas de las 

esteucturas de reproduccion sexuada 

Los hongos pertenecen al reino Fungi, cuya division Eumycota comprende los hongos verdaderos con pared que 

pueden tener una reproduccin sexual o asexual 

Clase 
Zygomycetes Reproduccion asexual y sexual 

Ascomycetes . “ 

Basidiomycetes 
Deuteromycetes  Reproduccién asexual o

s
e
e
 

La reproduccion se realiza por medio de esporas y puede ser sexual 0 asexual Las esporas que se repraducen 

sexualmente tienen nucleos denvados de las células originales, las esporas asexuales, se producen por simple 

diferenciacion de! talo en crecimiento E! hongo esta constituido por hifas que en conjunto forman micelio aereo, 0 

micelio vegetativo 

* Hifas. Es una cadena de células que pueden ser sexuadas 0 asexuadas, en formacidn, ya sea en forma ce 

cadenas transversas o tabiques, a medida que las hifas crecen se ramifican y se forma un micelio 

© Micelio aéreo Este micelio crece y se eleva por arriba de] sustrato y en ocasiones es el encargado de soportar el 

esporangiosporo. 

Esporangiosporo: Estructura del hongo que se encarga de guardar a Jas esporas. 

Micelio vegetativo’ Este micelio crece y penetra al interior del sustrato, absorbiendo de esta manera el almento 

Espora Unidad estructural reproductiva de alta resistencia que al sepatarse del organismo es capa2 de dar lugar a 

Otro organismo nuevo 

E! comportamiento de fos hongos es variado y pueden ser’ 

+ Saprofiticos - Pueden descomponer organismos muertos o sus productos. 

Simbioticos.- Asociacién de hongos y raices de plantas, para incrementar la absorcion de nutrientes del sucto 

@ Parasitos - Los parasitos fungicos originan e] 70 % de las enfermedades importantes, tanto en anmales y 

vegetales como en el humano, (5) 

* 

Los hongos son microorganismos eucaridticos (células con nucleo) pueden ser unicelulares 0 pluricelulares, 

uninucleadas o multinucleadas. ademas son quimiorganotroficos, fa mayoria producen atlotoxinas que poseen de | a 2 

nicleos de cumasina, la cual es muy tOxica para los seres vivos 

La pared de los hongos puede ser de quitina o de celulosa, los hangos se consideran sapréfitos o saprobios (pueden 

alimentarse de materia organica en descomposicion ), se alimentan de C, H. O, N y algunos oligoelementos como son 

F. Cu, Mg. Mn, Fe, Zn, son aerobios, ligeramente acidofilos ( crecen a un pH de 5 a 7 ). pueden ser 

Psicrofilicos : Crecen de 4 - 20°C. 
Mesofilicos . Crecen de 20 - 40°C. 

Termofilicos : Crecen de 40 - 70°C 
Dimérficos : Posee diferente morfologia. 

Polimérficos - Presenta varios tipos de cuerpos fructiferos. 

Pleomorficos : Presentan diferentes formas e
a
e
c
o
v
v
e
s



Los hongos no son fotosintéticos, carecen de clorofila. Se reproducen de manera natural por medio de esporas (casi 

todas las partes de un hongo son potencialmente capaces de desarrollarse y dar un nuevo individuo ) 

Se ha aceptado que muchos hongos son polimérficos , una sola especie de hongos puede producir varios tipos de 

cuerpos fructiferos. El propagulo producido después de una fision nuclear y meiosis es referido como espora sexual, el 

estado caracterizado por esporas sexuales se ha designado como estado perfecto y aque! caracterizado por conidias 

asexuales o la ausencia de conidias , como estado imperfecto. Para precisar el estado de los hongos Hennerbert y 

Wensesub introdujeron los términos Anamorfo para las formas reproductivas asexuales 6 somaticas, Teleomorfo para 

formas reproductivas sexuales y Holomorfo. para los hiongos que incluyen a ambos, Anamorfos y Teleomorfos. 

Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton son los géneros Anamorficos que incorporan los dermatofitos 

Los Tefeomorfos de muchas especies de dermatofitas y hongos relacionados son clasificados en la familia 

Arthrodenmataceae . 
Los Teleomorfos de la mayoria de las especies de dermatofitos son antropofilicos y zoofilicos, 

Las dificultades en la obtencién de un Teleomorfo pueden atribuirse al heterotalismo, naturaleza del medio de 

cultivo, reactividad sexual y/o degeneracion sexual de la cepa 

Taxonomicamente, los dermatofitos en su fase Teleomérfica se clasifican dentro de Ja clase Ascomycetes, puesto 

que se reproducen mediante ascas y ascosporas. 

Pertenecen al Orden Euratiales. Familia Gymnoascaseae, porque los cuerpos fructiferos de estos hongos ttenen su 

pared incompleta 

El Género Arthrodenma tiene sus hifas peridiales cortas y delgadas en Ja parte central, mientras que en los extremos 

esian considerablemente dilatados pudiendo ser simetricas o no Estas hifas se comparan con pequefios huesecillos 

Epidermophyton floccosum, las especies de Microsportm y Trichophyton. en las que no se ha comprobado la fase 

teleomérfica se clasifican dentro de los Deuteromycetes, Subdivision Dewteramycotna, que de acuerdo a la manera 

con que se reproducen ios conidios corresponden a los Hyphomycetes (3%) 

  

  

CUADRO 1 
Clasificacién Taxonémica de los Dermatofitos 

  

  

SEXUADOS 

« Reino Fungi 

e Division Eumycota 
e Subdivision Ascomycotina. 
« Clase Euascomycetes. 

e Orden Eurotiales 
e Familia Arthrodermataceae ( Gymnoascaseae ) 

« Género Arthroderma. 

ASEXUADOS 

e@ Subdivision Deuteromycotma. 

o Clase Hyphomycetes, 

¢ Orden Moniliales. 
« Familia Moniliaceaece. 
« Género Epidermophyton. 

Microsporum. 
Trichophyton.   
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DERMATOFITOSIS (TINAS) 

En el humano las infecciones causadas por hongos microscopicos se liaman micosis, estas van a tomar el nombre de 

la parte del organismo que invaden; por ejemplo onicomicosis, a los que afectan a las ufias 0 del hongo que las causa 

por ejempto la Coccidioidomicosis causada por ef Coccidiondes mumtis Los agentes de las micosis pueden ser 

endogenos 0 exdgenos, los hongos endogenos se encuentran en mucosas 0 tegumentos de individuos sanos y solo en 

condiciones de riesgo 0 especiales que presenta e! huésped (inmunodepresion, diabetes, antibioterapia, etc} sé 

convierten en patégenos y Jos exogenos se encuentran en el exterior del individuo como es fa piel 

Una de las clasificaciones mas conocidas y aceptadas es la que se dividen a las micosis segin su localizacion en 

4 grandes grupos: Superficiates, Subcutaneas, Sistémicas v Oportunistas 

En general lax micosis Superficiales se producen por contacto directo con el hongo, con !a persona o animal 

infectado, afectando Ia piel, anexos y/o mucosas 

Las micosis Subcutaneas y Sistémicas se pueden agrupar en las micosis profundas. Las micosis Subcutaneas por Jo 

general se adquieren de} ambiente y el hongo penetra por traumatismo de la piel. En 1a micosis Sistémica las esporas 

del hongo penetran por inhalacion y producen generalmente micosis pulmonar primaria de donde pueden diseminarse 

a cualquier otro organo o sistema, por lo tanto las micosis son de evolucion subaguda o crénica, pueden durar afios y 

ser letales. 

Las micosis opostunistas son causadas por hongos saprobios que se transforman en patogenos bajo diferentes 

condiciones de! huesped (inmunodepresion, diabetes, antibioterapia, etc ) 

Las micosis superficial Ilamadas Dermatofitosis o Tifias, son infecciones que atacan principalmente el pelo, la piel y 

las uiias. Los agentes causales son {os parasitos estrictos de la queratina que suelen producir lesiones circunscritas al 

estrato comeo, siendo excepcional la invasion de la epidermis profunda. ( 

Los agentes causales importantes son hangos dermatofitos que corresponden a un grupo de hongos miceliales 

integrados dentro de los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, en general se caracterizan por : 

1. Su queratinofilia, es decir, su apetencia por desarrollarse. sobre la queratina, ( escleroproteina insoluble presente 

en la piel y anexos) 

be
 

Su actividad queratinolitica, ( capacidad de producir enzimas que permitan ta asimilacion de la queratina como 

nutriente del hongo). 

3. La produccién de macroconidias, que aunque variadas en su estructura y frecuencia confieren caracteristicas 

morfologicas similares a las diferentes especies 

4 La posibilidad de ocasionar contagio, sea por transmision directa de persona a persona o entre animales. (38) 

Los dermatofios se han clasificado con base en sus caracteristicas morfoldgicas, su patogenicidad para el 

humano, las regiones corporales que afectan mas frecuentemente, su distribucion geografica, fas principales fuentes de 

infeccion y tipo de reproduccion (is)



De acuerdo con lo anterior, las dermatofitosis se han clasificado de la siguiente manera: (4, 11) 

  

CUADRO 2 

CLASIFICACION DE LAS DERMATOFITOSIS 

  

J. Formas Superficiates de Tinas 

Tifia de la cabeza 
Tifia del cuerpo. 

Tifia imbricada 
Tifia inguinal. 

Tina de fa mano 
Tifia de los pies. 

Tita de las ufas 

H- Formas Profundas de Tifias 

Dermatofitosis inflamatorias 
Querion de celso. 

Favus 

Tita de la barba 
Graruloma tricofitico.     
  

De acuerdo a su habitat natural los dermatofitos, pueden ser divididos en tres categorias  Aniropofilicos, 

Zoofilicos y Geofilicos. Los dermatofitos antropofilicos tienen como huésped principal al humano, raras veces 
infectan a animales Los dermatofitos zoofilicos tienen a animales inferiores como sus huéspedes basicos, sin embargo 

son capaces de infectar humanos Algunos dermatofitos antropofilicos y zoofilicos se han especializado para una 

especie de huésped en particular y grupo de poblaciones Las especies antropofilicas y zoofilicas de los dermatofitos 
no pueden sobrevivir y proliferar en suelo como saprofitos. Los dermatofitos geofilicos son las especies que viven en 

el suelo como saprofitos y también tienen la habilidad para invadir tejido queratinoso de animales inferiores y 

humanos. Las especies Geofilicas de los tres géneros que mo tienen la habilidad para infectar animales ni humanos, 
son no patogenicas y por lo tanto no son dermatofitos, estos pueden ser reconocidos simplemente come miembros de 

los géneros Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton (27) 

Se han identificado 41 especies de dermatofitos, de los cuales 18 se han encontrado en México, pero sdfo cinco son 
de incidencia frecuente e importantes como patogenos



CLASIFICACION DE GENEROS Y ESPECIES ANAMORFOS DE 

DERMATOFITOS.«. is,27 

  

  

CUADRO3 

LOS DERMATOFITOS PATOGENOS DEL HOMBRE 

(distribucién y ecotogia) 

  

  

  

COSMOPOLITAS 

ANTROPOFILICOS ZOOFILICOS GEOFILICOS 

T rubrum 1* M canis 3* M. gypseum * 

  

T. tonsurans 2* Ad. nanum * M. fulvum 

  

T. mentagrophytes var. 
tnterdigitale i* 

T. mentagrophytes var. 
mentagrophytes* 

T. qellor ** 

  

T. violucenrm * T. verrucosum * T. terresire */** 

  

M.andoumi_* Tequimun * 
  

1. schoenteinit * M. gallinae * M. vanbreuseghemu 

  

L. floccosum 5* MM. equinum M. anamorfo de A. cookrellum ** 

  

  

DISTRIBUCION LIMITADA 

    

T. conceniricum * T. mentagrophytes var erimacet M. racemosum 

  

M. ferrugineum * M. cooker 

  

  

  

  

T. gourvilh T. simi 1. georgiae ** 

T. megninit . persicolor * T. gloriae ** 

T. soudanense T. mentagrophytes var. 1. longifusus ** 

guinckeanum 

T. yaounder T. phaseoliforme 

  

T. ochracenm * M. amazonicum T. vanbreuseghemi 

    1-5 Especies predominantes en fa 
Republica Mexicana 

« Especies conocidas en México 

** No patégenos     M, praecox 

E. stockdaleae ** 
M. boutlardii ** 
M ripariae ** 
T. mariat ** 

  

  

 



Pasa adquirir la enfermedad se p1 

Geofilico ( de suelo a humano ) y Antropofilico ( de hombre a hombre ) 

La infeccion por dermatofitos se explica de la siguiente manera: 

Cuando una espora se deposita en la superficie de la piel, se reproduce en la cay 

papula y luego una lesion anular por ia extension radiada de los filamentos. 

Figura 1. Esquema de la formacién de la cotonia « 5) 

recisa contacto con la fuente que puede ser Zaofilico { de animates a humanos ), 

pa comea; inicialmente origina una



También puede ocurrir parasitacion de los vellos y de este modo actia como reservorio. En la piel cabelluda el 

hongo se reproduce en la capa comea y a nivel del orificio folicular, penetrando ¢ invadiendo la vaina del pelo, se 

extiende hacia la profundidad sin sobrepasar la zona queratogena ( franja de Ademson), at mismo tiempo se extiende 

hacia la parte distal del pelo y lo transforma en un pelo grueso y fragit que se rompe con facilidad ( pelo tifioso) Los 

artroconidios pueden invadir la vaina del pelo sin destruir fa cuticula ( endotrix) o perforar y alterar esta ultima 

produciendo una vaina externa de conidios ( ectotrix } 

        
  

GRUPO ECTOTRIX 

  

M canis 
Microsporica M gypseum 

M audouinii 

Microide T mentagrophytes 

T verrucosut 
Megasporica T equinum 

% é T rosaceum 

6 

GRUPO ENDOTRIX 

T tonsurans 
Endotrix 

T violaceum 

Favica T schoenleinii 

Figura 2. Tipos de parasitaci6n de los dermatofitos en el pelo (23)



En unas el dermatofito penetra por fa queratina blanda de! hiponiquio; por el borde lateral de la ufia o por la timula 

y afecta el hiponiquio, mas rara vez puede hacerlo por la superficie de la lamina ungueal. Después afecta ci fecho y en 

la uia misma se extiende por una red de tuneles escavados en Ja queratina dura , sin invadir la matriz. E! hongo 

penetra en los comeocitos 0 sdio fos separa mecanicamente, la colonizacion produce una feaccion del huésped debido 

a tos productos metabélicos del hongo como son jas queratinasas, proteasas, elastasas y lipasas. En algunos pacientes 

hay reaccion inflamatoria intensa, en otros €s minima. 

El grado de la respuesta depende de dos factores : 

I- De la especie causal . 
2- Del grado de hipersensibilidad del huésped. 

Los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton se distinguen entre si por sus caracteristicas 

microscopicas, esto es por sus conidios y macroconidias, en especial por sus macroconidias que son especificos de 

cada género. (1) 

Las diferencias morfolégicas microscépicas en que Emmons se baso para clasificar a los dermatofitos ( 1934 jen 

los tres generos clasicos, fueron las caracteristicas de los conidios



AGENTES ETIOLOGICOS. 

GENERO TRICHOPHYTON. 

( Malmsted. 1845). Las especies de Trichophyton atacan eJ pelo, piel y ufias En los pelos infectados pueden 
descubrirse artrosporas dispuestas en hileras paralelas en el interior del pelo (tipo endothnx) o en hileras también 
paralelas fuera del pelo ( tipo ectothrix) 

Por examen macroscépico Ja colonia tiene aspecto algodonoso, granular , polvonento 0 velloso, liso o céreo La 
pigmentaci6n vana notablemente ya que Jos cultivos pueden ser blancos. rosados, rojos, purpureos, vioietas, 

anaranjados, amarillos a pardos. 

Por examen microscépice se caracieriza por sus macroconidias( husos) como grandes estructuras fustformes o 
claviformes de no mas de 50 4 60 micras de longitud por 4 a 10 micras de ancho Sus paredes son finas ( infenor a 2 
micras) y la extremidad distal habitualmente es roma ( forma en cigarro habano). Las paredes son gruesas 0 delgadas, 
lisas y el numero de tabiques, por Jo general es inferior a cinco En Ja mayonia de fas cepas. los macroconidios son 
Taros, muy escasos o no existen en algunas especies, a menos que el hongo se desarrolle sobre un medro apropiado, 
por el contrario existe un gran mimero de microconidios en forma de pequefias estructuras en maza o subesféricas, 
hialinas, de pared delgada, unicelulares, de 2 por 4 micras. que se originan en grupos o racimos o nacen aisladamente 
a los lados de las hifas ( 1irsos ). Pueden verse también otras estructuras, como micelio en raqueta, clanudiosporas, 

cuerpos nodulares e hifas en espiral (7.16.38) 

GENERO MICROSPORUM 

« Gruby, 1843 ). Las especies de Microspurim atacan solamente la piel o el pelo En los pelos infectados se 
identifica el hongo como una vaina de mosatco de pequefias esporas en torno al tallo piloso, los pelos nfectados 
emiten fluorescencia verde con luz de Wood 

Por examen macsoscépico los cultivos de Micrasporum desarrolla un mucelio aéreo algodonoso, lanudo, 

enmaraiiado o polvoriento cuvo color varia de ante a blanco o a matices mas intensos de pardo. 

Por examen microscdpico posee macroconidias de paredes gnuesas (3-4 micras), rugosas, fusiformes y de tamafio 

variable segin la especie, algunas alcanzan mas de 100 micras de longitud presentando tambien septos transversales 
en numero de 4 a 15 . La pared espinosa de los macraconidios caracteriza al genero Esta espora puede ser oval, de 

pared gruesa o delgada, en los lados de Jas hifas sesiles, o sobre cortos esterigmas, nacen pequefios microconidios, 
con un aspecto claviforme o piriforme, en mazo de 3 a 6 micras. unicelulares. Asi mismo estas son escasas y estan 
ausentes en algunas cepas. Se advierien también hifas en raqueta, o en forma de peine, cuerpos nodulares y 
clamidiosporas Tambien cabe comprobar Ja ausencia de grandes macroconidios tipicos multitabicados (7 16.38) 

GENERO EPIDERMOPHYTON 

( Sabouraud, 1910). El pelo no es infectado por /pidermophyton., el cual solo ataca la piel y las uitas 

Macroscépicamente, su aspecto de los cultivos son, caracteristicamente aterciopelados © polvorientos, con surcos 
radiantes centrales y color blanco - amarillento. 

Por examen microscdpico solo se producen los grandes macroconidios claviformes o piriformes, de menor tamafio 

que los de fos otros géneros, de 15 a 24 micras de longitud por 6 a 10 micras de ancho, de pared delgada, lisa (1 a 1.5 

micras), multitabicados y en mazo. Por lo general no presentan mas de cuatro tabiques transversales y tipicamente los 

macroconidios se presentan agrupados en racimos. Ln el micelio se ven clamidiosporas ¢ hifas en forma de raquetas, 

no se observa desarrollo de microconidias. (7.16,38 

Los esquemas de estos microorganismos se encuentran en e] anexo 1. 

H



  

CUADRO 4 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PRINCIPALES DERMATOFITOS @) 

  

Dermatofitos Invasion al pelo Requerimientos nutricionafes 

especificos 

  

Trichophyton meniagropitytes Ectothrix y endothrix. Cadenas 
de conidios tamaiio mediano 

No reportados 

  

Trichophyton rubrum Ectothrix y endothrix En la 

primera, cadena de conidios 
grandes; en la segunda, conidios 
mas pequefios 

No reportados 

  

Trichophyton schoentemnit Endothrix. Hifas con burbujas 

aéreas en eJ pelo; conidios 

escasos O auserites 

No reportados. 

  

Trichophyion tonsurans Endothrix Aburdantes cadenas 
de conidios, lo que hace que el 

elo s¢ encurve 

Crece mejor en presencia de tiamnina 

  

Trichophyton yerrucosum Ectothrix Grandes conidios en 
cadenas. 

Todas las cepas requieren tiamina 

  

  

  

Trichophyton violaceum Endothrix Tiamina Muchas cepas requieren 
también inositol El crecmniento 
aumenta a 37°C 

Trichophyton concentricum No se conoce Responde ligeramente a la tiamuna en 
el 50% de aislamientos 

Trichophyton soudanense Endothrix como: No crece en nitrato de amonio o 

T. tonsurans y T. violaceum histidina como fuentes de nitrégeno 
No se estimula con tiamina 

  

Microsporum canis Ectothrix. Masas de conidios 
pequefias 

Ninguno reportado Crece 
profusamente en arroz refinado 

  

Microsporum gypseum Principalmente Ectothrix 
Conidios dispersos y en cadenas 

No reportado 

  

Microsporum fulvum     Ectothrix, Similar a AZ. gypsetnt   No reportado 
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IDENTIFICACION DE LOS DERMATOFITOS 

En general los dermatofitos y hongos relacionados han sido clasificados e identificados principalmente con base en 

sus apariencias macro y microscépicas, en matemales clinicos y cultivos, asi como el modo de invasion det cabello in 

vivo ( ectotrix, endotrix y tipo favico) proveen una pista util en la identificacion del agente etioldgico 

Algunas pruebas fisioldgicas que aumentan la aproximacion morfoldgica incluyen: 

1- Diferenciacion de M. audouinii de M cams y M. gypseum, por Ja habilidad de! primero para crecer bien en 

granos de arroz 

2- Pruebas de requerimiento nutricional para la diferenciacion de especies Ademas, reciente metodologia y 

tecnologia proveen varias herramientas taxonomucas, incluyendo” 

a) Analisis electroforético de patrones proteinicos enzimaticos 

b)} Enfoque analitico isoeléctrico de proteinas secretoras. 

¢) Descripcion de diferencias antigénicas. 
d) Analisis por cromatografia de hquido - gas - pirdlisis. 
e) Estudio de homologia de DNA. 
f) Analisis de acidos grasos 
g) Habilidad para perforar cabello in vitro. (27) 

Existen otros métodos para la identificacion de tos Dermatofitos, no tan sofisticados como los mencionados 

anteriormente. los cuales son. 

1 Desarrollo macroconidial revelado por microscopia dptica, de transmision y de bartido 

2- Pruebas bioquimicas para los Dermatofitos. 
a) Hidrdlisis de Ja urea 

b) Produccion de pigmento (14) 

3~ Pruebas inmunologicas de identificacion de los Dermatofitos. 

4. La observacién de la morfologsa colonial y la morfologia microscopica , mediante el adecuado cultivo y el uso 

de Ja Técnica de! microcultivo, para optimuzar este proceso se requiere conocer los tiempos dptimos de 
conidiacion mediante la microscopia Gptica, de transmision y de barrido. 

Se sabe que las macroconidias son el rasgo principal para identificar a ios Dermatofitos La mayor distincion entre 

los géneros Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton es ta naturaleza de !a pared celular de las macroconidias, 

rugosa en el primero y lisas en los dos ultumos (4) 

Por lo que se elige en nuestra investigacién la observacion de la morfologia colonial y microscépica 

(macroconidias, microconidias, forma de las hifas , etc.) , mediante el adecuado cultivo, eb uso de la tecnica de 

microcultivo y la observacion por microscopta Optica de las preparaciones fyas generadas, para conocer los tiempos 

optimos de conidiacion 

Para poder evaluar el tiempo optimo de conidiaciGn se requiere conocer diversas técnicas asociadas en este trabajo 

EI diagnostico de laboratorio de los Dermatofitos se basa en el examen directo y cultivo, siendo dicho examen un 

método sencillo de realizar y en manos expertas tiene un alte rendimiento (80 a 90%). Mientras que ef cultivo ayuda al 

diagnéstico y tlene smportancia en la tipificacton de hongos muceliales (6)



Un estudio realizado en Cuba demuestra que el empleo combinado de la microscopia directa y e! cultivo, ayuda a 

detectar un mayor numero de Dermatofitos. Se encuentra el agente ericlogico mas préximo o relacionado con estas 

micosis, la afeccién clinica mas frecuente, las lesiones en mas de una region corporal, asi como la especie mas 

frecuente. (14) 

Para el diagndstico con examen directo se ha utilizado también una preparacién que da brillo a [as telas, et blanco 

de calcoftior, con et fin de aclarar la preparacion Esta sustancia se une a la quitina y a la celulosa y muestra una 

fluorescencia verdosa cuando es expuesta a fa luz ultravioleta de onda larga. Es mas facil y rapido mterpretar la 

preparacién blanca de calcofluor que la laminilla con KOH, pero se requiere de un microscopio de fluorescencia 

La precision en el diagndstico es casi igual con los dos métodos, pero el blanco de calcofléor proporciona_ un 

numero excesivo de lecturas positivas falsas con los raspados de las Jesiones causadas por levaduras Con cualquiera 

de los metodos debe ser posible distinguir hifas y esporas (22) 

Existe otra técnica confiable para identificar a los dermatofitos mediante el examen directo y cultivo, en donde la 

muestra se obtiene pos raspado de escamas de piel, ufas y pelos, utilizando instrumental estéril El maternal corneo se 

disgrega con KOH al 20 %, seguido de un breve calentamiento en el mechero de Bunsen Se tifio con Rodamma y se 

observo al microscopio Las muestras fueron cultivadas en medio de agar Sabouraud glucosado al 2% con 

Cloranfenicol o gentamicina a razon de 100 mg / litro de medio en duplicado Los cultivos se incubaron a 37° C hasta 

por 30 dias. La identificacion de! hongo se realizo con base en la observacian macroscépica de Ja colonia y su 

observacion morfoldgica microscopica 

Por to que se afirma et alto rendimiento del examen directo (97,2 %), este metodo sencillo de realizar, de bajo 

costo y que se efectaa en el momento de la consulta, confirma un diagnéstice para imciar tratamiento (6) 

DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS DERMATOFITOS. 

En las estadisticas reportadas por et INDRE en 1993, en el Edo de México y el DF reportaron 85081 casos de 

desmatomicosis y dermatofitosis. los niameros de casos se anexan en la siguiente tabla. (10) 

  

  

  

CUADRO 4 

NUMERO DE CASOS TOTAL DE DERMATOFITOSIS Y DERMATOMICOSIS. 

Estado Numero Estado Numero 

Aguascalientes 3794 . Morelos 13722 

B.C.N. 8272 Nayarit 8364 

BCS. 2210 Nuevo Leon 51627 

Campeche 7724 Oaxaca 11126 

Coahuila 14618 Puebla 9463 

Chiapas 6185 Querétaro 9388 

DF. 32885 Quintana Roo 7350 

Colma 4103 S.LP. 7016 

Chihuahua 4992 Sinaloa 28974 

Durango 2513 Sonora 7716 

Guanajuato 22029 Tabasco 16320 

Guerrero 15423 Tamaulipas 34034 

Hidalgo 4374 Tlaxcala 4392 

Jalisco 43101 Veracruz 73260 

Mexico $2196 Yucatan 5991   Michoacan 5426 Zacatecas 5708 
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Segin Arenas en su edicién de 1993, los datos més recientes recopilados, son micosis cosmopolitas que 

predominan en zonas tropicales. Se consideran las mas frecuentes de las enfermedades por hongos En Mexico se 

observa entre los diez primeros lugares de consulta dermatologica. Afecta a sujetos de cualquier raza, edad o sexo asi 

como de cualquier medio socioecondmico u ocupacion 

En México se observa una distribucion de los dermatofitos de la siguiente manera” 

T. rubrum. 
T. mentagrophytes 
£. floccosum 
T. tonsurans 
M. canis 

a
e
e
o
e
 36 - 52%. 

5-8% 

3 - 8%. 

18 - 28% 

14 - 24% ocastonando el 40% de las tifias de la cabeza. (11) 

Sin embargo en un articulo publicado por fa revista del centro dermatolégico Pascua en los meses de Mayo a 

Agosto de 1993, manifiesta que el 1.9% de personas que acuden al servicio de micologia es debido a micosis, 

teniendo una incidencia Jos siguientes dermatofitos 

© Lorubrum 61 1%. 
© SM. canis 23 7%. 

«@  F ronsurans 12% 

« E floccosum 4% 
© 7. mentagrophytes 32% 
« M gpseun 0.8%. ais 

Mientras que en un articulo de la revista Mycosis publicado en 1994, manifiesta que las mucosis en México causadas 

por dermatofitos va cambiando constantemente con el paso del tiempo asi como va variando Ja frecuencia de los 

agentes causantes de Jas dermatofitosis, como lo muestra e! siguiente cuadro: 

@ To rabrum 80 9%. 

© 7. mentagrophytes 9 0%. 
© M. canis 353% 

© TF. tonsurans 28%. 
e E floccosum 2.0% 

Las variaciones observadas en los agentes etioldgicos y formas clinicas de las dermatofitosis en México durante los 

tltimos 20 afios, reflejan Ja gran capacidad de adaptacion de T. rubrum a las condiciones del huésped, razon por la 

qual sigue siendo el de mayor incidencia. 116) 

En un estudio realizado en ef Instituto Nacional de Pediatria (Reportado en 1997) en 130 nifios de ambos sexos de 

edades entre 5 meses y 18 aftos. se aislaron los siguientes dermatofitos, de lesiones de diferente localizacion. { 3) 

  

  

  

  

  

        

Dermatofitos aislados Localizacién de lesiones 

M_ canis 54.88% Tha de Ia cabeza 42 10% 

T. rubrum 19.54% Tifia del cuerpo 32 33% 

T_tonsurans 15.N% Ufias de pies 10 52% 

T._mentagrophytes 9.02% Ingles 1.5% 

E. floccosum 1.5% Ufias de manos 15% 
Manos 075%     
  

 



En un estudio realizado en CUBA en el aio de 1991 se encontrd Dermatofitos aislados segun ta localizacion de la 

lesion (14) 
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CARACTERISTICAS ESPECIFICAS PARA FAVORECER LA 

CONIDIACION DE ALGUNOS DERMATOFITOS. 

Niimi et al demostraron que Ja produccién de macroconidias de 7. mentagrophytes se realiza mejor en agar glucosa 

Sabouraud (AGS) suplementado con NaCl, el cual facilita la formacion de abundantes macroconidias (29) 

Ademas se sabe que factores nutricionales y ambientales influyen en los procesos de germinacton de macroconidias 

con implicaciones biolégicas y clinicas. 

Las microconidias se obtuvieron por crecimiento del hongo en agar glucosa Sabouraud durante 2 semanas a 25°C. 

Se tomé como cnterio para considerar la capacidad de germinacion una macroconidia con ai menos un compartimento 

germinado. 

El proceso de desarrollo de macroconidias de 7. mentagrephytes en AGS - NaCl se observé por SEM (microscopia 

electronica de barrido). De 3 a 5 dias de cultivo, las macroconidias javenes se desarrollan como ramas cortas a los 

lados de la hifa o como un bulto en Ja extremidad de la hifa. Después de una semana de incubacién las macroconidias 

se observan septadas con 3 0 mas compartimentos, en forma de aguja y de superficie lisa 

Las paredes septadas tienen su inicio en un estado temprano de la produccién de macroconidias, el numero de 

paredes septadas por conidias aumenta con el tiempo de incubacién Las macroconidias con 3 septos fueron las mas 

comunes 

Después de dos semanas de incubacin, la capa rica en macroconidias fue cubierta por una nueva materia micelial 

sta hifa secundaria no producia ninguna macroconidia En los cultivos viejos de un mes, fas paredes de fas 

macroconidias tenian una rotura central y los compattimentos se volvian esféricos. La incubacién dié como resultado 

la separacion de los compartimentos de la macroconidia, los cuales lucian como clamidiosporas



  

Se estudio la relacion entre la edad conidial y el potencial de germinacion Las macroconidias obtenidas de cultivos 

de dos meses o cultivos jévenes germinan bien, pero ef grado de germinacion disminuye cuando el periodo es mayor a 

4 meses. 

Hay una diferencia en Ja temperatura Optima para la germinacién de macroconidias entre T. mentagrophytes y 

Microsporum gypseum. 37°C para el primero y 18-25°C para el ultimo. Trichophyton mentagrophytes requiere varios 

nuttientes y pretratamientos para la germinacién. La macroconidia de M. gypseum al comtrario, germing en agua 

destilada o salina sin activaci6n especial. (29) 

En las macroconidias polimorfas de_Microsporum canis obtenidas de pacientes y cultivadas en agar glucosa 

Sabouraud, presentd crecimiento rapido, Jigetamente amarillo en ef enves con un borde plumoso, superficie 

aterciopelada, con pliegues radiates y micelio esparcido. Bajo la luz de la lampara de Wood da una débil fluorescencia 

Toja. 

Microscopicameme se encontraron hifas septadas, micelio en raqueta y espirales en colonias viejas Abundantes 

macroconidias en forma de huso de pared gruesa y rugosa, con protuberancia apical También se encuentran formas 

distorsionadas y bizarvas, bifurcadas, elongadas y lisas con constricciones centrales, formas bizarras largas y delgadas 

parecidas a raices y algunas que parecen vacias con invasion de la hifa. La mayoria de las macroconidias desarroilan 

protuberancias, apéndices o burbujas Sélo se observaron pequefias microconidias cilimdricas y clamidiosporas en 

cultivos Viejos (8) 

Los resultados que obtuvieron Akin etal. sobre ef estudio del tiempo monitoreado para el desarrollo de 

macroconidias por microscopia electronica de barrido ( SEM), revelé el tiempo aproximado para la formacion de 

macroconidias y también de omamentaciones macroconidiales. La macroconidia se desarrollé por primera vez a las 5 

hs. Después de aparecer 1a hifa inicial y sin ornamentaciones superficiales. No se observaron cambios en la 
conidiacion durante las 6 hrs. de desarrollo. Sin embargo después de 7 hrs unas pocas macroconidias poseian una 
rugosidad en la pared celular pero la mayoria permanecian lisas Después de 8 hrs La macroconidia tema una 

omamentacion nigosa, rodeando en ambas direcciones a la que se Iamo “Polipo” 

Se confirmé que el proceso inicial en la conidiacién es el alargamiento de 1a hifa final El hinchamiento fue liso, no 
septado, fusiforme y solo después aparecié el cruce de paredes Los primeros dos septos tendidos hacia abajo fueron 

submediales en la superficie y rewiones bajas de la espora El tercer septo se formo entre la superficie , submedio cruzo 
pared y apice final de la espora. 

De los resultados de! trabajo de Akin se obtienen la siguiente conclusion” 

La morfologia de macroconidias que se producen abundantemente bajo condiciones adecuadas in vitro 

(principalmente producidas por los géneros Microsporum y Epidermophyton), provee un util criterio para clastficar a 

fos dermatofitos. La naturaleza rugosa de la pared celular de macroconidias de Microsporum spp Constituye uno de 
los principales criterios para la diferenciacién del género. (2) 

La conidia rugosa de M. gypseum es una caracteristica estable la cual es producida durante e! crecimiento en varios 
de los medios de cultivo ordinarios 

Las preparaciones fijas y no fijas revelaron que la naturaleza rugosa de la macroconidia de M. gypseum consiste de 
numerosas proyecciones redondas extendidas en fa pared celular y unidas a ella un tallo. El termino polipo es sugerido 

como el nombre apropiado para estas proyecciones en Ja pared de M. gypseum 

Bajo fas condiciones de cultive empleadas en ese estudio, las primeras esporas se observaron después de 4 a 5 hrs 
Después de aparecer la hifa en el agar y los polipos emergieron de 2 0 3 hrs Después de la formacion de ia espora.(2} 

En otro trabajo realizado por Mavroudeas et.al., relacionado con el proceso de conidiacién, se probd el uso de 

medios de cultivo modificado y su efecto en la esporulacién de ambos grupos de dermatofitos (frescos y almacenados) 
y con base a esto, se inicia un mapa epidemiologico de dermatofitos, En este trabajo se presentaron datos colectados 

de dermatofitos antropofilicos y zoofilicos, comparando la morfologia de auslados frescos con ios desarrollados 

después de almacenar a 4°C durante 8 semanas 

am



El énfasis fue determinar la presencia o ausencia de macroconidias en muesiras aisiadas frescas e inoculadas en agar 

glucosa Sabouraud con modificactones 

Lo que se concluyé con los cultivos modificados fue que subcultivos en agar glucosa Sabouraud (AGS) 

conteniendo cicloheximida, y el almacenaje a 4°C, causa progresivamente inusuales macroconidias, particularmente 

ciertos aislados disgénicos y aconidiales de M. cams. Sin embargo, esta puede ser una propiedad innata de los 

dermatofitos, estos resultados indican reversibilidad de fenotipos disgénicos o atipicos debido a factores exdgenos 

como nutricién y condiciones ambientales; resultando en la reactivacion de formacién de macroconidias. La 

produccién de macroconidias en los aistados correlaciona bien con la disminucton en Ja concentraci6n de glucosa en el 

medio En concentraciones reducida de glucosa de 5 y 10g/ en AGS induce la formacién de macroconidias en 

M. canis, TF. mentagrophytes, 1. violaceum y F_floccosum, en aistados frescos y almacenados Esto refuerza ef 

argumento de varios autores, de que la formacion de macroconidias es activada en condiciones adversas ( 28) 

Trichophyton rmbrum mostro una produccién rica de macroconidias en presencia de 0.6y/1 de tiamina La 

produccion de macroconidias de 7: verrucosum fue facilitada por una concentracion de 5g/l de glucosa y 0 6g/1 de 

tiamina. 

La mejor calidad y cantidad de macroconidias tipicas de M. canis (aislado fresco y almacenado) se observé en AGS 

suptementado con 0.6g/1 de tiamina. Las concentraciones de tiamina menores y mayores 4 0 6y/i tienen poco o 

ningun efecto en la morfologia o numero de macroconidias. Se observaron resultados similares en esta concentracion 

tipica de tiamina en aislados de 7. mentagrophytes, T. vielaceum, T. rubrum y E. floccosum (8) 

Un estudio realizado por Ajello sobre el culuvo de 7. sundanense permitid la observacion de macroconidias 

quando este crece en agar Lactrimel de Boreili Donde se buscé el efecto del agar Lactrimel y otros medios en la 

produccion inicial de macroconidias en otros aislados de 7. soudanense con buenos resultados (1) 

La diferenciacion de varias especies de Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton esté basada principalmente 

en la morfologia de su macroconidia holotahca y en el caso de £. fluccosum, la ausencia de microconidias Muchas 

especies del genero Microsporum (Af. audourut, M. ferrugiieum) y Trichophyton CF. concentricum, 7. Schoenleimu, 

T. soudanense, T. tonsurans, 1. violacenm, T. verrucosum 3 T. yaundei), no producen macroconidias facitmente, en 

fos medios micoldgicos de rutina 

  

El agar Lactrimel de Borelli es recomendado como medio de esporulacion para especies de Microsporum y 

Trichophyton que fallan en fa esporulacion en medios micologicos de rutina (1) 

Otro trabajo realizado por Simon y Galgoczy demostré que otra estructura importante son las clamidiosporas que 

presentan los dermatofitos, una clamidiospora es una conidia holotalica de desarrollo terminal, lateral o intercalar 

Durante el proceso de su maduracién la pared celular delgada y el citoplasma se vuelve mas denso y redondo Una 

clamidiospora es Jiberada por Ja desintegracién de células circundantes. Son conidias de resistencia o supervivencia de 

acuerdo a esta funcion (36) 

En este trabajo encontraron que la mayoria de las colonias de especies de Trichophyton (f. violaceum y T. 

verrucosum) y deM. ferrugmenm estan compuestos de clamidiosporas en cadenas Lo mismo puede ser visto con 

hifas de F. floccosum, rodeando la superficie del medio. La mayoria de las cadenas de clamidiosporas estan en ta 

superficie del medio en cultivos jovenes. (361 

La hifa especiat aparece simultaneamente con e! desarrollo de clamidiosporas en cadena en la superficie del agar. 

Su forma es parecida a salchichas y son mas delgadas de lo normal Estas estructuras pueden convertirse en cadenas 

de clamidiosporas en el transcurso del desasrollo, por lo que se !lamaron hifas preclamnidiosporas . 

Se observaron clamidiosporas biceluladas y macroconidias originadas de clamidiosporas Se observé tambien su 

gemacion multilateral. 

Con el transcurso del tiempo una parte de las protuberancias de las hifas en raqueta se transform en 

clamnidiosporas.



En contraste a otros Grganos accesorios, las raquetas tienden a conectarse @ las clamidiosporas en lugar de 

separarse: Estas son el estado inicial de! desarrollo de clamidiosporas. 

Las clamidiosporas pueden diferenciarse de estructuras superficiales similares. 

Las clamidiosporas aparecen abundantemente en cultivos jévenes Las cadenas de clamidiosporas se observaron 

desde ef exterior de las hifas vegetativas. (36) 

Se ha encontrado que Microsporum canis es una causa comun de demmatofitosis zoofilica en ef hombre y es 

adquirida de gatos y perros Se han descnio diversas variantes de la especie y algunas de estas han sido denominadas 

disgénicas o cepas lisas Estas cepas han sido asociadas con brotes infecciosos, fos cuales muestran expansiones 

progresivas y en algunos sitios ias cepas disg6nicas predominan sobre las cepas tipicas 

La forma disgénica de M4. cants ha sido descrita como colonias que inicialmente son de color amarillo ~ palido 

gruesa y umbonada en ef centro con una periferia marcadamente plumosa, la cual esta casi enteramente sumergida en 

el medio y en forma estrellada. Las colonias viejas adquieren un aspecto cerebriforme y son de color rosado a café con 

una superficie parecida a Ja gomosa. Algunos de estos aislados son inestables y revierten a la forma tipica de las 

especies por sectores, inmediatamente o después de varios subcultivos Hay una tercera forma de crecimiento Uamada 

~Atipica” La apariencia microscopica de !a cepa disgonica es muy distintiva E! micelio esta compuesto de hifas 

gTuesas y muy cortas con ramificaciones laterales o reflexivas. Las macroconidsas y microcontdias no estan presentes 

en la fase disgonica de M. canis, pero puede estar presentes macroconidias deformes cuando ellas cambian al estado 

atipico. La presencia de estas macroconidias deformes ha resaltado algunas cuestiones sobre la relacion taxonomica 

entre M. canis y Microsporum distorium. (35) 

Con sespecto a Trichophyton tonsurans es uno de tos agentes etiologicos frecuentes de la tinea capitis y en menor 

grado de tinea corporis en Estados Unidos de Norte América Su morfologia colonial y micrascopica es altamente 

variable, hustoricamente se propusieron 43 binomios para ser sindnimos de 7: tonstrans, reflejando con esto su 

variacion morfolégica. (31+ 

    

Tipicamente 7: fonsurans produce mas microconidias que macroconidias, las cuales entre ellas varian en tamafio y 

forma Cuando se producen macraconidias, estas son de apariencia cilindrica, en forma de clava, de pared delgada y 

lisa, multicelulares © irregulares y generalmente tienden a ser abortivas Las macroconidias son generalmente raras 

pero pueden ser producidas en gran numero en agar Wort ( Difco. U.S.A) (31,39) 

Debido a la variacion que presente este dermatofito, las pruebas basadas en estimulacion de crecimiento con tramina 

fueron sugeridas como una via en la identificacion de cepas morfologicamente atipicas En la mayoria de las especies 

de dermatofitos, la habilidad para perforar pelo in vitro es una caracteristica especifica de especies y es usado como un 

accesorio para diagnéstico. Los aislados de 7 tonsurans var. suifureum representan la nica excepcidn, porque ellos 

entran en los dos grupos. perforadores y no perforadores. (31) 

Las especies pertenecientes al género Microsporum tipicamente producen macroconidias de pared rugosa y 

microconidias de pared lisa Sin embargo, se han reportado macroconidias de pared lisa productdas por aislados de 

Microsporum gypseum. esto ocurrié en otras especies de Microsporum, tales como Af, persteolor y M. gallinae 

Desde la clasificacion de los 3 géneros anamérficos de los dermatofitos por Emmons en 1934, estas ngidas 

distinciones morfoldgicas tienden a ser morfologicamente continuas, basandose en el traslape de las caracteristicas 

La artificialidad de estas distinciones es ademas demostrada por estudios moleculares, los cuales confirman la 

propuesta de que fos géneras teleomorficos Arthroderma ( anamérfico especie Trichophyton y algunas especies de 

Chrysosporium) y Nannizzta (anamorfico. especie Microsporum) son congenéricos, con Arthroderma, teniendo 

prioridad sobre Nanmizsia. Aunque la relacion filogenética de Epidermophyton es aun desconocida, los estudios 

moleculares futuros pueden demostrar su cerrada relacion con Arihroderma (27,31) 

Smith }.M.B. y Rush - Munro F M encontraron que algunos dermatofitos tienen caractensticas variables y existen 

en un numero de variedades morfologicas distintas bajo condiciones normales de cultivo Dos de esas especies son 

Trichophyton rubrum y Trichophyton menragroplnytes. 

nn



Generalmente cepas de 7. rubrum muestran ua namero de caracteristicas, de las cuales las mas importantes son, 1a 

produccién de un color rojo oscuro bajo la colonia ( tallo) en glucosa peptona , pero no en agar peptona (una rara 

variame es caracterizada por fa produccién de un pigmento melanoide café oscuro difundido en agar peptona y 

glucosa peptona); un pigmento rojo vino difuso en agar papa dextrosa 0 similares, de impedimento de utilizar urea en 

5-6 dias. la imposibilidad de perforar cabello in vitro, la habilidad de crecer en un simple y basal medio acido y la 

formacion de finas macroconidias con forma de lapiz (microaleurosporas) 

La recuperacion de una cepa de 7. rubrum con produccién de un pigmento inusual y propiedades microscdpicas y 

un requerimiento nutricional al acide nicotinico, podria ser de interés. ( 37) 

es



OBJETIVOS GENERALES. 

1. Encontrar el tiempo optimo de conidiacion 

2. Mantener el cepario y un museo de hongos dermatofitos en el laboratorio de Produccion de Campus - 1 FES 

Zaragoza 

3 Encontrar ta técnica optima de tincidn. 

4 Encontrar la técnica éptima de microcultivo ( medios de cultivo para favorecer la conidiacién) y de preparaciones 

fas, para !os dermatofitos que se encuentra en el cepario. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1 implementar e! manual de procedimientos para la obtencion del tiempo de conidiacién de los dermatofitos que 

se encuentra en e! cepario del laboratorio de Produccion de Campus - | FES Zaragoza 

n Probar y afinar la técnica de tincin de Azul de Anilina Lactofeno! Modificado. 

3 Afinar la técnicas de microcultivo con diversos medios de cultivo. 

4. Afinar la técnicas de preparaciones fijas. 

5 Dar seguimiento y mantenimiento de! cepario de dermatofitos que se encuentra en ef laboratorio de Produccion 

de la FES Zaragoza 

6 Generare material de apoyo de dermatofitos para las areas afines, para los médulos que Manejan honges (MG- 

Il, Biologia Medica, Agresion y Defensa I y Microbrologia para fa carrera de Medicina 1° y 2° afio), como los son 

diaporamas, preparaciones fijas, cultivos, mucrofotografias, etc. 

HIPOTESIS. 

L Se espera encontrar {os tiempos optimos de conidiacién de los trece dermatofitos que se encuentra en el 

laboratorio de Produccién de la FES-Z, implementando a técnica optima de microcultivo, de tincién y el tiempo 

optimo de crecimiento mediante el control de la temperatura de incubacion 

2 Se espera encontrar la técnica Optima de tincién ( ajustando ta concentracion de colorante y tiempo de 

exposicién del mismo en las preparaciones ) y microcultivo (usando medios de cultivo para favorecer la 

conidiacion, asi como conisolando 1a temperatura y el tiempo de crecimiento optimo) y de preparaciones fas 

( estandarizando Ia cantidad de resina adicionada en la preparacion ). 
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MATERIAL 

MATERIAL 

Asas micologicas 

Asas bacteriologicas 
Bolsas de plastico calibre 200 y 300 

Bisturies 
Cajas petri marca PIREX o KIMAX de 100 X 15 MM 

Cubrebocas 
Cubreobjetos 
Mecheros Fisher 
Mecheros Bunssen 
Lamparas de L U V. 

Estantesia 
Gasas 
Pinzas 

Guantes 
Portaobjetos 

Varillas en “V" 

Tubos de ensayo con tapa de rosca de baquelita de 18X150 

Tubos de ensayo con tapa de rosca de baquelita de 153X100 

Tubos de ensayo sin tapa de 18X100 

Tubos de ensayo sin tapa de 13X100 

Matraces de Erlenmeyer de 300, 500 y 1000 mi. 
Pipetas de 1, $, 10 mi 

MATERIAL BIOLOGICO 

Trichophyton mentagrophytes * 
Trichophyton soudanense 

Trichophyton schoenteuiu 
Trichophyton tonsurans * 
Tre son serresire 

Trichophyton rubrum * 
Trichophyton violaceum 
Trichophyton verrucosum 
Microsporum fulvuam 

Microsporum gypseum * 
Microsporum canis_* 
Microsporum nanum 
Epidermophyton floccosum * 

  

CANTIDAD 

10 pzas 

2 pzas 

1 Kg de cfu 

3 pzas 

200 pzas. 

| paquete 

20 cajas 

4 pzas 

2 pzas 

3 pzas 

4 pzas (250X100 cm) 

| paquete 

S pzas 

10 pares 

26 cajas 

100 pzas 

3 cajas de 100 pzas 
3 eajas de 100 pzas 
3 cajas de 100 pzas 
3 cajas de 100 pzas 

10 pzas de c/u 

10 de c/u 

NOTA: * Todos estos microorganismos se aislaron de pacientes del Centro Dermatoligico Pascua y tipificaron 

mediante crecimiento en tubos, cajas y microcultivos hasta obtener cepas puras de acuerdo a la Jiteratura de 

Micologia consultada Mientras que las cepas restantes se obtuvieron del Laboratorio de Produccion 

de la F.E.S. ZARAGOZA, provenientes del Departamento de Micologia de la Facultad de Medicina (U N.AM ) (16)



EQUIPO 

1 Autoclave marca “AESA”, madelo CV-250, voltaje 127 VCA, ciclos 60, Hecho en México, NOM-1-10644. 
. 

© Balanza granataria marca OHAUS, capacidad 2610 gr. 

© Microscopio éptico marca Carl Zeiss 

«1 Refrigerador marca AMERICAN tipo RC. modelo RC 300 

© 1 Placa de calentamiento con agitacian marca LINDBERG modelo 53166, watts 530, volts 127 

¢ 1 Horno marca DGESIC, modelo HS, volts 127, ciclos 50/60 

© J Incubadora marca RIOSA, modelo EC, serie ECME, volts 127, amp. 121-A, ciclos 60/70, temperatura a 37°C 

« 1 Campana de extraccion marca SQUARE Hecho en México, clase 2510, tipo FG), pero ideaimente 

© 1 Campana de flujo !aminar marca Purifix Clean Bench, modelo LABCONCO. 

REACTIVOS 

REACTIVOS. CANTIDAD 

1. Acido Lactico Baker. rt 85-90% 

2. Glicenna Baker il 99.8 % 

3. Alcohol Puro de Caiia. Alcomex 201 

4. Xilol Baker. ut 

5. Azul de Anilina Lactofenol. Sigma 100 g 

6. Feno! Técnica Quimica. 10 | 

7. Leche Descremada en Polvo Nestle Svelty. 360 g 

8 Harina de trigo 250 g 

9 Miel de Abeja Carlota 300 g 

10 Resina Sintetica Sigma al 60 % en Xifol rl 

MEDIOS DE CULTIVO 

ESPECIFICACIONES CANTIDAD 

1 Agar Dextrosa de Sabouraud . Bioxon 450¢a 

2. Agar Bacteriolégico Bioxon 450g 

m%



MEDIOS DE CULTIVO. 

FORMA DE PREPARACION: 

Agar Dextrosa Sabouraud ( Sabouraud Simple ) - 

Es un medio utilizado para el aislamiento, identificacion y mantenimiento de la gran mayoria de los hongos 

patdgenos. Su composicion es la siguiente: 

Composicion 
* Peptona 10 gr 

« Glucosa 20 gr 
* Agar - agar 20 gr. 

« Agua destilada 1000 ml 

Procedimiento- 
1 Disuelva los ingredientes en el agua. 
2. Se deja reposar durante 10 minutos 
3 Ajuste el pH a 5.6. 
4 Se esteriliza durante 15 minutos a 121°C. 

Para obtener el medio liquido, debera de prescindirse del agar 

Agar Dextrosa Sabouraud (Comercial ) 

© Agar Dextrosa Sabouraud 65 gr 

® Agar Bacteriologico 2gr 

© Agua Destilada 1000 ml 

* Seguir el mismo procedimento anterior para su preparacion 

MEDIOS QUE FAVORECEN LA CONIDIACION. 

Medic de Cultivo de Borelli ( Lactrimel ). 

Composicion 
Harina de trigo 14 
Leche Descremada en polvo 14 
Miel de abeja 7 
Agar 14 

Agua destilada 1000 B
w
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Procedimiento- 
1 Disolver todos los ingredientes en el agua destilada. 
2. Esterilizar en autoclave 15 min. a {5lb. de presion. 

Agar Lactrimel (modificado) 

INGREDIENTES 

Leche descremada 200 mi 

Cereal de Trigo y Mie! (Gerber) 20 2 

Agar 20 g 
Agua 800 ml



Procedmiento: Mezclar fa harina y el agua y agitar hasta que la harina esté bien distribuida y libre de grumos 

Calentar en bafio de agua a 60°C durante 20 minutos Filtrar a traves de varias capas de algodén Adicionar todos tos 

ingredientes y poner en autoclave a 121°C por 15 minutos Dispensar en cajas petri o tubos. 

TECNICA DE MICROCULTIVO, TINCION Y MONTAJE. 

Técnica tradicional 

1. En la base de una caja de petri de 10 om de didmetro se coloca una varilla de vidrio doblada en forma de “V“ 

(caballete) 

2. Sobre Ja varilla se fija el portaobjetos de 76 X 22 mm., con ayuda de cinta adhesiva Se deposita en la misma caja 

un Cubreobjetos de 24 X 24 mm 
3. Se esteriliza el material durante 15 minutos a 15 hibras de presion 

4 Se prepara una caja de petri con el medio seleccionado de aproximadamente 5 mm de espesor 

5. Se corta el medio en circulos de 1.5-2 cm de diametro X 1 cm de alto con ayuda de un tubo estéril 

6 Secoloca un cuadro del medio de cultivo en el centro del portaobjetos de la caja de petri. 

7 Se inocula en cada uno de los lados de! fragmento de medio una pequefia porcién del hongo a estudiar 

8 Se coloca el cubreobjetos sobre el medio inoculado. 

9 Se adiciona a la caja 10 ml. de glicerina al 10%, teniendo cuidado de no mojar el cultivo 

10 Se incuba en la oscuridad durante 7 a 15 dias a 25 °C. 

U1. Se inactiva el microcultivo con Fenol al 10 %, dejandolo como munimo 2 hrs. 

12. Se setira el cubreobjetos y se coloca sobre el mismo portaobjetos en una de sus orillas laterales limpia. 

13 Se retira y desecha el fragmento de medio de cultivo del portaobjetos, en un recipiente con fenol al 10 % 

14. Se cubre tanto el portaobjetos como e! cubreobjetos (con muestra) con Azul de Anilina Lactofenol (preparacion 

del colorante en el anexo # 2 ). 

15 Se deja reposar durante 48 hrs, cuidando que durante este tiempo el colorante no se seque en la superficie de la 

laminilla 
16 Una vez transcurrido este tiempo se inclina e! portaobjetos y el cubreobjetos. para eliminar todo el exceso de 

colorante; y se limpia con una gasa seca los lugares donde no hubo crecimiento de el hongo cuidando de no dafiar 

el mismo. 
17 En caso de querer conservar las preparaciones durante largo tiempo, se hace to siguiente Se coloca una gota de 

tesina sobre el centro de la preparacion de! portaobjetos y se coloca encima un cubreobjetos limpio, cuidando de 

no producir burbujas en la preparacion (preparacion de la resina en el anexo # 2 ) 

18 Aun portaobjetos limpio se le agrega una gota de resina y se cubre con el cubreobjetos que tuvo crecimiento, 

cuidando de no producir burbujas. 

NOTA: Para preparaciones rapidas solo se tiene que agregar una gota de Azul de Anilina Lactofenot tanto al 

cubreobjetos y portaobjetos y colocarles su correspondiente portaobjetos y cubreobjetos limpios respectivamente Y 

de esta forma se podra observar inmediatamente al microscopio (16) 

DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

1) Elaboracion de los medios de cultivo agar glucosa Sabouraud (AGS) y Lactrimel para enriquecimiento de tas 

cepas y observacién de jas caracteristicas coloniales, respectivamente. 

2) Manejar e inocular sus respectivas cajas de petri y tubos de ensaye (en Ios medios de cuitivo de Lactrimel y 

Sabouraud) tas 13 cepas dermatofitos existentes en el Cepario def Laboratorio de Produccioh. 

  

  

  

  

  

      

T._soudanense T._rubrum T._verrucosum 

M. canis M. gypseum T.violaceum 

£, floccosum T._tonsurans £_schoenlemmn 

mentagrophytes M. nanum 
M. fulvum T._terrestre 
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Procedimiento: Mezclar Ja harina y el agua y agitar hasta que Ja harina esté bien distribuida y libre de grumos 

Calentar en bafia de agua a 60°C durante 20 minutos. Filtrar a través de varias capas de algodén Adicionar todos los 

ingredientes y poner en autoclave a 121°C por 15 minutos Dispensar en cajas petri o tubos. 

TECNICA DE MICROCULTIVO, TINCION Y¥ MONTAJE. 

Técnica tradicional 
1. En fa base de una caja de petri de 10 cm de diémetro se coloca una varilla de vidrio doblada en forma de “V“ 

(caballete) 

Sobre la varilla se fija el portaobjetos de 76 X 22 mm., con ayuda de cinta adhesiva Se deposita en la misma caja 

un Cubreobjetos de 24 X 24 mm. 
Se esteriliza el material durante 15 minutos a 15 libras de presién. 

Se prepara una caja de petri con e! medio seleccionado de aproximadamente 5 mm de espesor. 

Se corta el medio en circulos de 1.5-2 cm de diametro X } cm de alto con ayuda de un tubo estéril 

Se coloca un cuadro de] medic de cultivo en el centro del portaobjetos de la caja de petri 

Se inocula en cada uno de los lados del fragmento de medio una pequefia porcion de! honga a estudiar 

Se coloca el cubreobjetos sobre el medio inoculado 

Se adiciona a la caja 10 ml. de glicerina al 10%, teniendo cuidado de no mojar el cultivo 

10. Se incuba en la oscuridad durante 7 a 15 dias a 25 °C 

1} Se inactiva el microcultivo con Fenol al 10 %, dejandolo como munimo 2 hrs 

12. Se retira el cubreobjetos y se coloca sobre el mismo portaobjetos en una de sus orillas Jaterales limpia 

13. Se setira y desecha el fragmento de medio de cuitive del portaobjetos, en un recipiente con fenol al 10 % 

14. Se cubre tanto el portaobjetos como ef cubreobjetos (con muestra) con Azul de Anilina Lactofenol (preparacion 

del colorante en el anexo # 2 ). 

15. Se deja reposar durante 48 hrs, cuidando que durante este tiempo el colorante no se seque en la superficie de la 

taminitia 
16 Una vez transcurrido este trempo se inclina ef portaobjetos y el cubreobjetos. para eliminar todo el exceso de 

colorante; y se limpia con una gasa seca los lugares donde no hubo crecimiento de el hongo cuidando de no dafiar 

el mismo. 
17 En caso de querer conservar las preparaciones durante fargo tiempo. se hace lo siguiente’ Se coloca una gota de 

resina sobre el centro de !a preparacion de! portaobjetos y se coloca encima un cubreobjetos limpio, cuidando de 

no producir burbujas en la preparacion (preparacién de la resina en e] anexo # 2 ) 

18. A un portaobjetos limpio se le agrega una gota de resina y se cubre con el cubreobjetos que tuvo crecimiento, 

cuidando de no producir burbujas 
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NOTA Para preparaciones rapidas solo se tiene que agregar una gota de Azul de Anilina Lactofenol tanto al 

cubreobjetos y portaobjetos y colocarles su correspondiente portaobjetos y cubreobjetos Jimpios respectivamente Y 

de esta forma se podra observar inmediatamente al microscopio (16) 

DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

1) Elaboracion de tos medios de cultivo agar glucosa Sabouraud (AGS) y Lactrimel para enriquecimento de las 

cepas y observacién de las caracteristicas coloniales, respectivamente. 

2) Manejar e inocular sus respectivas cajas de petri y tubos de ensaye (en los medios de cultivo de Lactrimel y 

Sabouraud) fas 13 cepas dermatofitos existentes en el Cepario del Laboratorio de Produccion: 

  

  

  

  

          

T,_soudanense T. rubrum T. verrucosunt 

M. cans M. gypseunm T, violaceum 

E, floccosum T._tonsurans t._ schoenteinir 

mentagrophytes MM. nanum 

M. fulvum f. cerrestre 
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3) Observar el crecimiento en tubo y caja en los diferentes medios de cultivo de cada dermatofito 

4) Tomar fotografias de la morfologia colonial de los 13 dermatofitos desde diversos angulos ( crecimiento en caja 

con AGS y en tubo de ensaye ) 

5) Realizar la técnica tradicional del microcultivo Preparar 6 cajas con 50 m! de AGS y 6 cajas con 50 mi de agar 

Lactrimel , dando un grosor de agar de aproximadamente 7 mun 

6) Realizar 10 microcultivos para cada cepa, en AGS y 10 en agar Lactrimel para obtener el tiempo de crecimiento 

en ambos medios. 

7) Determinar el tiempo dptimo de crecimiento en AGS, que se estipufé como el desarrollo micelial abarcando % 

partes del borde de la superficie del cubreobjetos y portaobjetos inoculado 

8) Proceder a realizar la técnica de tincion en los portaobjetos y cubreobjetos de los microcultivos por la técnica de 

Azul de Anihna Lactofeno) Modificado ( Anexo 2 ) 

9) Secar, limpiar y fijar las Laminillas con Balsamo de Canada y observar al microscopic 24 horas despues 

10) Etiquetar jas laminillas especificando. 

« Nombre del dermatofito 
» No. de muestra. 
© Dia de desarrollo y Medio de cultivo 

11) Determinar el tiempo ptimo de conidiacién, mediante la observacion al mucroscopio ( observacion de lammillas 

en el Microscopio dptico en 10 X, 40 X y 100 X) de las estructuras caracteristicas de cada dermatofito 

( macroconidias, microconidias, tipo de hifas, etc.). 

12) Identificar el tiempo de desarrollo optimo de los dermatofito en el microcultivo el cual se realiza mediante la 

observacion al microscopio ( observacién de laminillas en ef Microscopio éptica ea 10 X. 40 X y 100 X) de Jas 

estructuras maduras, con mayor cantidad de ellas de las caracteristicas de cada dermatofito ( macroconidias, 

microconidias, tipo de hifas, etc } 

13) De las faminiflas que se generaren se elegiran las mas representativas por su calidad de tincion, preparacion y 

estructuras caracteristicas de cada especie 

14) Las mejores laminillas se ehgen para ser fotografiadas en papel y diapositivas en el Fotomicroscopio. 

RESULTADOS 

J Se logré modificar la técnica de tincién de Azul de Anilina Lactofenol con un tiempo de exposicion en la 

preparacion de 2 horas a temperatura ambiente { Anexo 2 ). 

2 Se optimizd e! tiempo de tincion y montaje de las Jaminillas 

w Se ha definido el tiempo Ooptimo de crecimiento y conidiacion en 12 de 13 dermatofitos en agar glucosa 

Sabouraud, para este fin se utiliz6 el medio de Borelli que favorece la conidiacién de algunas especies como medio 

de enriquecimiento 
En el aspecto didactico y aplicable a la docencia se generaron: 

432 preparaciones fijas. 

20 diapositivas de Morfologia Colonial desde diversos angutos de los 13 dermatofitos 

100 diapositivas y 26 Fotografias de Morfologia Microscépica tomadas en el fotomncroscopio Olimpus a 

inmersion débil y fuerte, en donde se muestran las caracteristica de las especies de dermatofitos que se encuentran 

en el cepario 
7. Apartir de Ja actividad experimental se generaron los siguientes datos y graficas’ 
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CON BASE EN LOS RESULTADOS SE ARMO EL SIGUIENTE CUADRO DE LA 

  

MORFOLOGIA COLONIAL Y MICROSCOPICA DE LOS DERMATOFITOS 

UTILIZADOS EN AGAR GLUCOSA SABOURAUD. 

CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS = 

MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS 
  

|Epidermopkyton 
joccosurt 

Colonia blanca a crema, con micelio 
aterciopelado, borde velloso con surcos 
tadianles_ Reverso de color crema. 

Macrocomdias en forma de mazo de pared 

delgada ¥ multtabicadas en racimos 

  

Microsporum canis Colonias blancas a amanilas. con micelio 
atercropelado. de color ante en cl centro 
Borde vellosof plumoso. Reverso de 
color amarillo - cafe 

Macroconidias espiculadas de pared gruesa,| 
fusiforme . con 8-12 septos 

  

Microsporum gypseum Colonias blancas a cafe claro en penfena 
con surcos  radiantes. y= micelio 
pulvurento. borde polvoso o granulento 
Rexerso color amarillo - pardo. 

Macroconidias abundantes de pared delgada 5 
clipsoidales con 4-6 tabiques 

  

Microsporum fulvum Colomas blancas con centro ligeramente 
elerado de color ante claro y se toman 

aterciopeladas Reverso color amarillo - 

antec. 

Macroconidias en forma de semullas de aonjoli 
de pared delgada. con 4-6 tabiques. se tuien en. 

menor intenstdad que las hifas 

  

Aficrosporum nanum Colomas umbonadas  blancas—- 
amaritentas, que se toman aterciopeladas 
y de color ante, con crecimucnto radial 5 
borde vellosa_ Reverso de color café 

Macroconidias tabicadas en forma de pera y de| 
lamafio ligeramente pequefio 

  

Trichophyton rubrum Colomas umbonadas. con  aspecto 
pulvurento aterciopelado de color café 
claro - purpura y crecimicnto radial: 
Reverso color cafe ropzo, En tubo 
produce un color ving 

Macroconidias alargadas. de pared delgada 5 

tabicadas 

  

Trichophyton tonsurans Colontas blancas con centro amarillo. con 
relieves y hundimicnto. — micelio 
algodonoso corto). Reverso color cafe 
Tojizo mtenso 

Macrocomdios alargados de pared delgada 5 
tabreadas (de 6-8 tabiques) y con abundanies| 
microconidias 

  

Trichophyton 
mentagrophytes 

Colonas umbonadas. de amanito a 
blancas con mucelio aterciopelado y 
crecimiento radial. borde —_velloso 
Reverso de color amanito. 

Macroconidios alargados en forma de lapiz. de} 
pared gmuesa. tabicados (6-8 — tabiques) 
Microconidias redondeadas. dispuestas a !o} 
largo de los lados de las hifas 

  

Trichophyton schoenleinii Colomas pequefias de color amanilo a 
blanco - anic. de aspecto polvoso, 

pliegues isregulares(cerebriforme), con 
etecimrento Iento_Rescrso color ante. 

No presenta macroconidios. se observan cn las 

hifas tas estructuras Hamadas “candelabros: 
favicos™. 

  

Trichophyton terrestre Colontas blancas con centro de color 
crema a ante y miccho aterciopelado. 
borde algodonoso Reverso color ante ~ 

amarillo. 

Microcomaias que salen de la fifa basal 
formando un dngulo de 90°. son menos| 
pigmentadas las hifas que fas primeras. fa punta] 
de fa hifa puede estar enrollada o formando una| 
clamidiospora. las macroconidias son en formal 
de lagrima v escasas. 

  

Trichophyton verrucosum Colomas umbonadas de color blanco - 
ante, con miceho de tipo aterciopelado 
bajo s de crecimiento lento Reverso color 

ane 

En SDA forman hifas delgadas 5 clarmdiospuras| 
alo largo de la hifa cuando el cultivo es maduro, 
en SDA no presentan macroconidias. solo} 
mictoconidias en forma de lagrimas 

  

Trichophyton soudanense Colonias blancas con centro crateriforme 
y pliegues profundos hacia las orillas 
Reserso color amarillo a anaranyado 

Hifas scptadas que nacen de la hifa basal o 
madre , no presenta macroconidias. pero st hay 
artroconidros en forma de lagrimas pequefias 

  

Trichophyton violaceumt     Colonias blancas con centro umbonado ¥   mucelio atercropelado bajo Reverso cotor | escasa produccién de macroconidias 

blanco - ante 
——$_———————— 

an 

  Se observan hnfas en forma de astas de renos con:      



  

TABLA 1 

CRECIMIENTO DE DERMATOFITOS EN CAJA CON AGS. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

( GRAFICA 1) 

DERMATOFITOS DIAS DE CRECIMIENTO 

MAXIMOS. 

Microsporum canis 15 

Microsporum fulvum 43 

Epidermophyton fioccosum 19 

Microsporum gypseum 12 

Trichophyton mentagrophytes 21 

Microsporum nanum 23 

Trichophyton rubrum 12 

Trichophyton schoenleinit 19 

Trichophyton soudanense 19 

Trichophyton terrestre 16 

Trichophyton tonsurans 15 

Trichophyton verrucasum 19 

Trichophyton violaceum 19   
  

cay 

   



GRAFICA 1 
CRECIMIENTO EN CAJA CON AGS 
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TABLA 2 

( GRAFICA 2) 

CRECIMIENTO DE LOS DERMATOFITOS EN AGAR GLUCOSA 

SABOURAUD Y LACTRIMEL. ( EN TUBO) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

DERMATOFITOS AGS LACTRIMEL 

DIAS DIAS 

Microsporum canis 3 1 

Microsporum fulvum 2 1 

Epidermophyton floccosum 1 3 

Microsporum gypseum 4 2 

Trichophyton mentagrophytes 3 4 

Microsporum nanum 41 3 

Trichophyton rubrum 2 4 

Trichophyton schoenleinii 1 2 

Trichophyton soudanense 0 2 

Trichophyton terrestre 4 3 

Trichophyton tonsurans 1 3 

Trichophyton verrucosum 1 2 

Trichophyton violaceum 1 3 

  

NOTA: Desarrollo: 1) Escaso; 2) Regular ; 3) Abundante 
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TABLA 3 

TIEMPO OPTIMO DE CONIDIACION DE LOS DERMATOFITOS EN 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

violaceum   

MICROCULTIVO. 

( GRAFICA 3 ) 

DERMATOFITOS TIEMPO OPTIMO DE CONIDIACION 

DIAS 

Microsporum canis 0 

Microsporum fulvam 5 

Epidermophyton 

floccosum 12 

Microsporum gypseum 5 

Trichophyton mentagrophytes 1 

Microsporum nanum 4 

Trichophyton rubrum 5 

Trichophyton 
schoenteinii 4 

Trichophyton 
soudanense 6 

Trichophyton terrestre 5 

Trichophyton 

tonsurans 6 

Trichophyton 

verrucosum 6 

Trichophyton     
  

a6



GRAFICA 3 
TIEMPO OPTIMO DE CONIDIACION DE LOS DERMATOFITOS EN MICROCULTIVO 
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TABLA 4 

DIAS DE CRECIMIENTO OPTIMO EN MICROCULTIVO CON 

AGAR GLUCOSA SABOURAUD. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

( GRAFICA 4) 

DERMATOFITOS DIAS DE CRECIMIENTO OPTIMO 

Microsporum canis 7 

Microsporum fulvum 5 

Epidermophyton floccosum 6 

Microsporum gypseum 7 

Trichophyton mentagrophytes 7 

Microsporum nanum 7 

Trichophyton rubrum 5 

Trichophyton schoentleinii 11 

Trichophyton soudanense 6 

Trichophyton terrestre 5 

Trichophyton tonsurans 6 

Trichophyton verrucosum 14 

Trichophyton violaceum 4   
  

 



GRAFICA 4 
DIAS DE CRECIMIENTO OPTIMO EN MICROCULTIVO CON AGAR GLUCOSA SABOURAUD 
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TABLA 5 

TIEMPO DE CRECIMIENTO DE LOS MICROCULTIVOS EN 

LACTRIMEL Y AGAR GLUCOSA SABOURAUD. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

(GRAFICA 5) 

DERMATOFITOS AGS LACTRIMEL 
DIAS DIAS 

Microsporum canis 7 8 

Microsporum fuivum 6 6 

Epidermophyion floccosum 6 6 

Microsporum gypseum 6 9 

Trichophyton mentagrophytes 9 8 

Microsporum nanum 7 g 

Trichophyton rubrum 6 6 

Trichophyton schoenleinii t4 14 

Trichophyton soudanense Q 10 

Trichophyton terrestre 7 9 

Trichophyton tonsurans 6 6 

Trichophyton verrucosum 9 9 

Trichophyton violaceum 7 9     
  

20 

 



GRAFICA 5 
TIEMPO DE CRECIMIENTO DE LOS MICROCULTIVOS 
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Fotografia 24. Macroconidia de Microsporum canis, tomada en el Fotomicroscopio Olimpus de la F.E S, Zaragoza 
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Fotografia 20. Hifas en Candelabro favico de Trichophyton schoenleinii, tomada en Fotomicroscopio Olimpus de la FES. Zarago 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

1) ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE TINCION 

a) La técnica de azul de Anilina Lactofenol es una modificacion a Ja técnica de Azul de Algodon Lactofenol, en la 

que cambia el colorante y se mantiene la concentracién de 0.05g del mismo, con un tiempo de exposicion de 24-48 

hrs 

b) _ Enel presente trabajo se modificé fa concentracién de Azul de Anilina a 0.5 gy el tiempo de exposicion se 

tedujo a 2 horas, con fa cual se obtiene una coloracién homogénea y se pueden apreciar las estructuras fiingicas de 

manera optima (septos, hifas, nucleas, macroconidias, microconidias). 

2) TIEMPO DE CRECIMIENTO DE MICROCULTIVOS EN AGAR GLUCOSA SABOURAUD Y 

AGAR LACTRIMEL 

a) La grafica de tiempos de crecimiento en microcultivo utilizando agar Lactrimel y AGS, no muestra diferencias 

significativas en dias entre ambos medios, sin embargo. 

b) Enel caso de 7. soudanvnse se observa un crecimiento intermedio en Lactrimel y nulo en AGS, lo que indica 

que la cepa se enriquecié en dicho medio. En este estudio el agar Lactrimel se utilizé para fortificar las cepas de 

dermatofitos, observandose que es un medio util para favorecer la conidiacion en los siguientes dermatofitos 

T. soudanense y T. schoenlemii. 

  

TIEMPO OPTIMO DE CRECIMIENTO EN AGAR GLUCOSA SABOURAUD 
  

  

  

      

Tiempo de Crecimiento Cepas 

RAPIDOS M fulvum, T. rubrum., T. terrestre, E. floccosum, 
T. soudanense, T. tonsurants. 

INTERMEDIOS ‘M. canis, M. gypseum, T_ mentagrophytes, M_ namum. 

LENTOS T. schoenleimi, T. verrucostun, T, violaceum. 
  

Se clasificaron fos dermatofitos, conforme a su rapidez de crecimiento en. RAPIDOS de 1 a 4 dias, 

INTERMEDIOS de 5 a 9 dias y LENTOS de 10a !6 dias. 

3) TIEMPO OPTIMO DE CONIDIACION. 

a) En cuanto a la conidiacion se tuvieron problemas con 2 de las cepas Af. canis y T. mentagrophytes Este ultimo 

crecié, pero no present6 conidias (macro y micreconidias), por lo que se fortifico la cepa con agar Borel 

modificado para después tomar la muestra y realizar el microcultivo en agar Sabouraud controlando fa 
temperatura a 25C+/-1C. Obteniéndose con el enriquecimiento tas estructuras de 7. mentagrophytes 

(microconidias y pequefias macroconidias) que en NaC! puede favorecer la produccion de macroconidias de este 

dermatofito. . 

b) No se cumplio en su totalidad con todos los obyetivos planteados en el presente trabajo debido a que M4. canis 

Ro presenté conidiacion, por lo que se le did el mismo tratamiento que a 7. meniagrophytes , sin embargo, en este 

caso la presencia de macroconidias fue muy escaso, contrario a lo que se reporta en la literatura Esto pudo 

deberse a que las cepas sembradas en agar glucosa Sabouraud de donde se obtuvieron las muestras para los 

microcultivos de este estudio se almacenaron a4 C; io que causa progresivamente inusuales macroconidias, 

pasticularmente ciertos aislados disgonicos y aconidiales de M. canis. Sin embargo, esta puede ser una propiedad 

innata de los dermatofitos, estos resultados indican reversibilidad de fenotipos disgonicos o atipicos debido a 

factores exdgenos como nutricion y condiciones ambientales; resultando en la reactivacion de formacion de 

macroconidias.. (28) 

AA 

 



c) Estos problemas que se presentaron en los casos anteriores, se debieron @ que Ja temperatura fue un factor no 

favorable pasa la conidiacion, ya que no se control, variando de 27C+/-3 C debido al mal estado del equipo. En 

el caso de Af. carts , no sélo afecté éste factor, sino también los nutnentes, ya que como marca Bonifaz en su libro 

de Micologia Medica Basica las peptonas favorecen ta conidiacion, 

d) Sin embargo la variacién de temperatura es favorable para 7. schoenlein, T. soudanense, T. verrucosum y 

T. violaceum, como marca la literatura a 28-30° C se tiene un crecimiento optimo y estos dermatofitos 

presentaron estructuras que generaimente se encuentran en medios enriquecidos y no en agar Sabouraud., cabe 

mencionar que T. schoenlemit, T. soudanense y T. violaceum se inocularon de agar Borelh a Sabouraud, y 

favoreciendo la produccién de estructuras. 

€) El aspecto macroscépico de las colonias puede variar mucho con el tipo de peptona que s¢ utilice, asi como el 

pH y la consistencia de! medio; estos factores, junto con la temperatura y la humedad de incubacién determinan 

cambios substanciales en cuanto a la velocidad de crecimiento, tamaiio de las colonias, textura, produccion de 

pigmento y otros factores esenciates para una correcta identificacion del dermatofito (38) 

CONCLUSIONES 

1) Conla modificacién y estandarizacion exitosa de la técnica de Azul de Anilina Lactofenol y el tiempo de 

tincion, se podra aplicar en la practica de laboratorio y posteriores trabajos de investigacion en este campo, ya que 

€s un método rapido y eficaz, queda una coloracion adecuada a Jas estructuras micolégicas 

2) El material generado (laminillas, diapositivas y fotografias) servira de material didactico y de apoyo para Jas 

carreras de Q.F B., Odontologia y Medicina. 

3) Conta estandarizacién de las 11 cepas de dermatofitos se podran obtener tricofitinas confiables para realizar 

otros proyectos clinicos de corte inmunolagico. 

4) — Se pretende extender este trabajo a otros hongos miceliales (hongos contaminantes) que se encuentran en el 

cepario del Laboratorio de produccion de ia FES Zaragoza 

5)  Debido a los problemas que se presentaron con 7. mentagraphytes y M. canis se sugiere iniciar un proyecto de 

investigacién, para determinar fas causas por las cuales no se obtuvo la conidiacion adecuada, ya que 
presuntamente los nutrientes fireron insatisfactorios y la temperatura no se controlé adecuadamente. 

AR



GLOSARIO 

Acérvuto: Grupo de conidios que se une de modo directo at micelio subyacente. 

Actinomiceto: Bacteria filamentosa Gram positiva que pertenece a la orden de los Actynomicetales 

Acuminado: Que tiene una protuberancia o elevacion cerca o en el centro de la colonia 

Aerdbico: Que crece en presencia de oxigeno molecular 

. Aleuroconidio: Conidios que se producen en ef extremo dilatado de una hifa conididgena, de Ja que se liberan por 

lists 0 fracturas de la célula basa! ( sinénimo, aleuriospora). 

6. Aleuriospora: Se ha usado ampliamente en la macroconidia y microconidia de dermatofitos Una de sus 

funciones es asegurar la sobrevivencia del hongo. 

7. Anaerdbico: Que crece en ausencia de oxigeno molecular. 

8 Anamorfo: para las formas reproductivas asexuales 0 somaticas. 

9. Anélide: Célula conidiégena que produce conidios en sucesion basipeta, quedando restos © cicatrices anulares 

{lamadas anelaciones 

10 Antropofilico: Hongo cuyo habitat natural es el hombre. 

11. Artroconidio: Conidio talico producido por fragmentaci6n de la hifa y que se libera por un proceso de rexdlisis 0 

de esquizélisis. 

12 Asea: Estructura en forma de saco que contiene ascosporas que se forman como resultado de cariogamia y 

meiosis 
13. Ascocarpo: Cuerpo fructifero complejo que contiene ascas. 

14. Ascomycetes: Grupo de hongos que se reproduce por medto de ascosporas. 

15. Ascomycotina: Categoria taxondmica de los hongos (subdivision) en la cual fa reproduccion es de tipo sexual 

formandose ascas con ascosporas. 

16 Ascospora: Espora haploide producida generalmente dentro de un asca 

¥7 Autétrofo: Microorganismo que puede crecer sin utilizar sustratos organices como fuente de energia 

18. Auxétrofo: Hongo que para su desarrollo en un medio requiere de sustancias especificas 

19. Basidio: Estructura a partir de la cual se forman las basidiosporas como resultado de la cariogamia y meiosis, ios 

basidios son caractensticos de los Basidiomycetes. 
20 Basidiospora: Espora haploide producida sobre el basidio 

21 Basipeto: Conidiogénesis en cadena en la que cada nuevo elemento se produce en la base de la cadena a partir de 

fialides o anélides. El conidio mas viejo se encuentra en el apice de ia cadena 

22. Candelabro favico: Hifas ramificadas e hinchadas en Jos extremos, que se observan principalmente en 

Trichophyton schoenleini 

23. Carpéforo: Cuerpo fructifero de los Basidiomycetes que contiene a los basidios y basidiosporas. 

24 Cenocitico: Micelio continuo con muchos nicleos. Que no tiene tabique. 

25. Células fumagoides: Células dematidceas, redondas, de pared gruesa, en ocasiones septadas. Estas células son 

diagndsticas de la cromomicosis. 
26. Cerebriforme: Que tiene pliegues como el cerebro. 

27. Clamidioconidio: Espora asexual ( conidio ) de origen hifal, forma globosa y pared gruesa con funcion de 

resistencia ( sinénimo, clamidiospora). 

28. Clava: En forma de palo o basto; estructura que rodea el grano 

29. Columnelia: Estructura en forma de domo, estéril, localizada en el extremo distal del esporangidforo 

30. Conidio: Propayulo originado por un proceso de reproduccién asexual inmévil y producido externamente en una 

hifa especializada { conididforo ) o no 

31. Conididforo: Fifa fértil, diferenciada y especializada sobre la cual se originan directa o indirectamente los 

conidios. 
32 Coremio: Conjunto de filamentos con esporas. 

33 Dematiaceo: Hongo provisto de pigmento marrén, oscuro o negro, de la familia Dematiaceae 

34 Dendritico: Con ramificaciones irregulares 

35. Denticulo: Pequeiia proyeccion del filamento. 

36. Dermatofito: Hongo queratinofilico que pertenece a uno de los géneros siguientes Trichophyton, 

Epidermophyton o Microsporum. 

37. Dimorfismo: Propiedad que tienen algunos hongos patégenos de presentar una morfologia en vida libre y otra 

diferente, en fa fase parasitaria. 
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38 Disgénico: hace referencia a una variante de crecimiento lento atipico { en M canis yM_ audouni) 

39. Ectothrix: Tipo de parasitacion dermatofitica en donde Jas esporas forman una cubterta en la parte externa del 

lo. 

40. Endo- ectothrix: Infeccion del pelo en la cual las esporas y filamentos de dermatofitos se encuentran tanto dentro 

como fuera del pelo. 
41. Endospora: Espora producida en el interior de una esférula o de un esporangio cerrado 

42 Endothrix: tipo de parasitacién dermatofitica en Ja cual las esporas se encuentran en el interior del pelo 

43. Equinulado: Hace referencia a determinadas estructuras flingicas que en su superficie presentan proyecciones, en 

general puntiformes o espinosas. 

44. Ergosterol: esterol comin en los hongos. constituyente de la pared y membrana celular. 

45, Escitula:Estructura micelial caracteristica del favus. 

46. Espora: En micologia estructura producida por un proceso sexual o asexual La cual es una forma de resistencia 

47. Esporangio: Estructura reproductora asexuada formadora de endosporas ( esporangiosporas ) 

48. Esporangidforo: Hifa especializada portadora de un esporangio 
49. Esporangiospora: Espora asexual que se produce dentro de un esporangio 

50. Esquizdlisis: Proceso enzimatico de separacion conidial conidio - célula conidiogena o conidio - conidio, a través 

de Ja fision de un septo doble. 
51. Estado imperfecto: Condicion de los hongos que presenta reproduccion asexual {anamorfismo) 

52. Estado perfecto: Condicion de tos kongas que presenta reproduccion sexual (teleomorfismo) 

53 Esterigma: Punto de estrechamiento que origina una basidiospora sobre un basidio 
54. Favus: Forma inflamatoria de tifia producida por T. schoenleinii 

55 Fermentacién: Capacidad de algunos hongos de utilizar diversos azucares como fuente de energia con 

produccion de acido y gas 
56 Fialide: Célula conidiégena en forma de botella o dedo, productora de conidios basipetos 

57. Flocoso: De textura algodonosa. 

58. Fungi imperfecti: Denominacién dei grupo taxonomico de hongos de los cuales no se conoce su fase sexual o 

estado perfecto. 
59. Fusiforme: Ex forma de huso. 

60 Gema: Organo bien conocido de las algas, briofitas y pteridofitas. Algunas formas son similares a las 

clamidiosporas de los hongos. 

6} Geofilico: Hongo cuyo habitat natural es el suelo 
62. Glabra: Hace referencia a la colonia fingica lisa casi sin micelto aéreo. 

63 Godetes favicos: Depresiones observadas en Ia piel cabelluda producidas por ia infeccion de Zrichuphyton 

Schoenlejntt, 
64 Habitat: Nicho ecolégico donde el hongo crece y se desarrolla normalmente. 
65 Heterotatico: Especies que requieren una conjugacién entre e} micelio de dos talos de distinto signo para Ja 

produccién de esporas sexuales 
66. Hialino: De color claro, transparente o incoloro. 
67. Hifa en espiral: Hifa torcida en espiras. 

68. s peridiales: Hifas gruesas diferenciadas que rodean al ascocarpo. 

69. Hifa en raqueta: Filamento fiingico formado por una sucesion de células piriformes. 
10. Hifa: Elemento estructural fundamental de Jos hongos: puede ser unicelular como fas tevaduras o pluricelular 

tomando la forma de filamento septado o aseptado. E! conjunto de hifas forma el micelio 
7). Holoartiea: Reproduccién sexual por artroconidios que involucra a todas las capas de la pared celular y donde la 

fragmentacidn se lleva a cabo por un proceso de esquizélisis. 

72. Holoblastica: Reproduccion asexual por blastoconidios que involucra a toda la pared fungica a traves de un 

proceso blastico 
73. Holomorfo: para los hongos que incluyen a ambos anamorfos y teleomorfos 

74. Holotatica: Tipo de conidiacion en donde los conidigs se originan a partir de fas dos capas de la célula 

conidiogena a través de un proceso talico. 
75. Hongo: Organismo eucariote, perteneciente al reino Fungi 
76. Hongos superiores: Agrupa a los Deuteromycetes, Zygomycetes, Basidiomycetes y Ascomycetes. 

77. Ide: Manifestacion cutanea a distancia de hipersensibitidad a los productos fiingicos hberados durante la infeccion 

78. imbricada: Con referencia a un tipo de tifa, que presenta un patron regular de sobrecapas. 

79. intertriginosa: Que ocurre entre dos superficies opuestas de piel 
80. lotercalar: Que se dispone entre dos unidades de una hifa 

         



8). Levaduriforme: Célula fungica que tiene forma de levadura. 

82. Macroconidio: Conidio que presenta un tamafio mayor de cinco micras y que generalmenite presenta septos 

83. Megaspérica: Término empleado por Sabouraud para describir la tifia de la cabeza de tipo Ectothrix en donde se 

observan grandes esporas en la superficie de! pelo. 

84. Micelio aéreo: Micelio que se desarrolla sobre ef susirato y en ef cual se encuentran Jas estructuras reproductoras. 

85 Micelio cenocitico: Micelio cuyas hifas io presentan scptos (micelio continuo) y en donde los nucleos y demas 

organelos circulan libremente. 

86. Micetio estéril: Micelio que no forma estructuras de reproduccién 

87. Micelio septado: Micelio en donde fas hifas presentan tabicaciones dispuestas en forma mas o menos regular; 

cada tabicacion presenta uno o varios poros que permiten la comunicacion citoplasmatica intercelular 

88. Micelio vegetativo: Conjunto de hifas que se desarrollan en el interior del sustrato y su funcion principal es 

nutricional 
89. Micelio: Conjunto de hifas que constituye el cuerpo de un hongo 

90. Microconidio: Conidio de un tamaiio menor de tres micras, generalmente unicelular. 

91. Mieroide: Término usado por Sabouraud para referirse a fas esporas pequefias en fa invasion ectothrix del pelo 

92. Nodoso:Con engrosamiento en diferentes sitios. 

93. Gospora: Espora de pared gruesa que se forma por la unién de gametos de los Oomycetes. 

94. Oportunista: Microorganismo que habitualmente no causa enfermedad, pero que al producirse algun fenémeno 

de inmunodepresion en el huésped, lo puede infectar 

95. Pectinado: En forma de peine. 
96. Pecnidio: Estructura micelial con esporas asexuadas. 
97. Peridio: Pared que envuelve un cuerpo fructifero ( hifas peridiales ). 

98. Piriforme: En forma de pera. 
99 Pleomérfico: Que tiene mas de una forma. Se utiliza también para referirse a pérdida de Jas estructuras 

reproductoras ( esporas o conidios } caracteristicas que permiten identificar a algunos hongos, este fenomeno es 

frecuente en los dermatofitos. 
100 Potimorfo. Hongo con mas de una forma durante su ciclo vital. 
101.Queratinofilico: Que prefiere la queratina. 
102 Querién: Inflamacion pustulosa de la piel cabelluda que involucra el foliculo pitoso 

103 Queratina: Escleroproteina con alto contenido de cistina 

104. Quitina: Polisacarido constituido por unidades de N-acetilglucosamina, que forma parte de la pared celular 

( componente fibrilar) de los hongos 

105.Reproduccién asexual: Multipticacién celular por mitosis y que en los hongos da por resultado la produccion de 

conidios. 

106.Reproduccién sexual: Involucra la fusion de dos niicleos haploides compatibles y en los hongos da por resultado 

la produccién de esporas. 

107.Reservorio Protoplismico: Es parte de la hifa y se forma en cultivos viejos. Esta estructura conecta al 

protoplasma con Ja celuta de la hifa destruida. Por tanto, sdlo es una estructura restauradora 

108.Resélisis: mecanismo de liberacion de conidios por destruccién de las células que lo rodean 

109.Saprobio: Ser heterdtrofo que se autre por materia organica muerta 

110.Septo: Tabique que separa las células de las hifas de los hongos o algunos conidios o esporas 

1}1.Sésil: Conidio que se une por su base directamente a la pared de la hufa. 
112 Teleomorfo: para formas reproductivas sexuales. 
113. Verticito: Conjunto de conididforos con un punto comin. 

144.Vesicula: Muchas especies desarrolian células hinchadas Ilamadas vesiculas. bajo condiciones desfavorables. Su 

funcion es el almacenamiento de metabolitos de comida o materiales toxicos. 

115.Zigospora: Espora que resulta de la fusion de dos gametangios compatibles. Caracteristica de los Zygomycetes 

116.Zeofilico: Hongos cuyo habitat natural son Jos animales inferiores. 
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ANEXO 1 

  

¢ 

ESQUEMAS DE LOS DERMATOFITOS Caracteristicas microscépicas de tos cinco dermatofitos mas comunes 

en nuestro medio. (23) 

Macroconidias 
rubrum 
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periformes 

tonsuranis 
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periformes —————) 
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Microsporum 
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equinulados, 
en racimo. 

: Epidermophyton 8 

| D floccosum 
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MICROSPORUM 
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ANEXO # 2 

METODOLOGIA Y TECNICAS 

1) MEDIOS DE CULTIVO 

Después de un examen en fresco, el espécimen patolégico debera ser cultivado Como ya se ha explicado, la 

identificacion primaria de tas hongos depende del criterio morfoldgico, por tanto la morfologia, color o produccion de 

conidios de !a colonia fiingica solo podra ser demostrada a través del crecimiento en e! cultivo Es recomendable para 

efectuar, el primo aistamiento del hongo a partir de un producto patologico, utilizar medios de cultivo 

Existen medios de cultivo para efectuar el primo aislamiento, los cuales tratan de ser mas efectivos al adicionar 

antibidticos, como penicilina, estreptomicina, etc, o tener concentraciones bajas de anufiingicos o modificando el pH 

con el objeio de inhibir e! crecimiento de bacterias u hongos contaminantes. 

Es adecuado efectuar la incubacién del primo aisfamiento a temperatura ambiente. La incubacton a 37 °C se 

recomienda en posteriores cultivos y de preferencia en cultivos puros. Esta temperatura es usada para Ja obtencion de 

las formas parasitarias. El tiempo de crecimiento vanara segun el tipo de hongo Las levaduras se desarrollan en un 

periodo de 24 a 48 horas después de ia siembra, los hongos filamentosos, crecen de 2 a 4 dias y, finalmente, la mayor 

parte de los hongos patégenos crecen después de 6 a 15 dias a partir de la siembra 

Muchas veces la sola descripcion de la morfotogia no ayuda a efectuar la determinacién de la especie. debido a que 

se hace necesario conocer caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de! organismo, para lo cual se ha desarrollado 

medios de cultivo especiales para la determinacién genérica y/o especifica del hongo 

La determinacién se logra gracias a los cambios que se producen en el cultivo, segiin el tipo de desarrollo que 

tenga el microorganismo en ese medio Todos los medios de cultivo, a excepcidn del medio de tioglicolato, debera ser 

puestos en refrigeracion ¢ 16) 

2) MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO 

a) Agar dextrosa - Sabouraud ( Sabouraud simpte ) 

Es un medio utilizado para el aislamiento, identificacion y mantenimiento de la gran mayoria de los hongos 

patogenos. Su composicién es la siguiente: 

   

  

Composicion 
© Peptona 10 gr 

© Glucosa 20 gr 
© Agar - agar 20 gr. 

© Agua destilada 1000 mi 

Pre 

1. Disuelva los ingredientes en el agua 

2. Se deja reposar durante 10 minutos 
3. Afjuste el pH a 5.6. 
4. Se esteriliza durante 15 minutos a 121 °C. 

Para obtener el medio liquido, debera de prescindirse del agar. 

A



3) MEDIOS QUE FAVORECEN LA CONIDIACION. 

a) Medio de cultivo de Borelli ( Lactrimel ). 

{ OMposicion: 

Harina de tngo 14g, 

Leche descremada en polvo 14g 

Miel de abeja Tg 
Agar 14g 

Agua destilada 1000m! 

Procedimiento 
1 Disolver todos los ingredientes en el agua destilada. 
2 Esterilizar en autoclave 15 min a 15Ib, de preston. 

b) Agar papa - zanahoria 

Composicion- 
© Pulpa de zanahoria 20g. 
« Pulpa de papa 208. 
e Agar 20g. 
© Dextrosa 15g 

« Agua destilada 1000 mi 

Procedimiento- 
1. Macerar Ia pulpa de la papa y la zanahoria durante una hora. 
2 Poner la mezcla en ebullicién durante 5 minutos. 
3. Filtrar a través de papel filtro y reponer el volumen original. 
4. Ajiadir el agar y fundirlo. 

5. Afiadir la dextrosa 
6. Esterilizar a 120°C durante 15 minutos. 

c) Agar sal y avena. 

Ingredientes. 

Harina de avena 10g. 
Pasta de jitomate 10g 
Sulfato de magnesio. lg 
Fosfato de potasio lg 
Nitrato de sodio ig 
Agua ( destilada). 1000 ml. 
Agar. 20g. 

Procedimiento: 

Mezclar todos los ingredientes y calentar hasta ebullicion Enfriar y ajustar e} pH a 5 6 con hidroxido de sodio 
Poner en autoclave 121 °C /15 min Dispensar en cajas petri estériles y adicionar 20 ml de medio por caja. 

an



a) Agar de cereal Pablum. 

Ingredientes 

Pablum { mezcla de cereales precocidos). 100 g 

Cloranfenicol 50mg - 

Agua ( destilada ) 1000 ml 
Agar 20g 

PREPARACION: Mezclar todos los ingredientes. Autoclave a 121 °C/15 min. 

d) Agar papa-dextrosa. 

Ingredientes: 

* Infusion de papa. 500 ml. 

Destrosa Wg 

Agua ( destilada ) 1060 m! 

Agar 208 

PREPARACION . Mezclar todos los ingredientes Autoclave a 121 °C/20 min. 

* Pelar y cortar en cubos 200 g de papa blanca , calentar en 500 ml de agua o autoclave a 121 °C/10 min Filtrar a 

través de vanas capas de algodén y restaurar el volumen de 500 ml. 

Se inocularon las colonias de los 14 cepas aisladas con 2 semanas en SDA. 

Las placas de cultivo fueron incubadas 3 semanas a 25° C en la obscuridad. Las preparaciones de los cultivos se 

montaron con azul de algodén lactofenol y se examinaron para la presencia de macroconidias. 

Los anteriores medios se tomaron del articulo. (1) 

4) MEDIOS PARA DIFERENCIACION 

a) Medio de prueba para dermatofitos (DTM ) 

Se utiliza como medio selectivo para el aislamiento de dermatofitos a partir de muestras muy contaminadas con 

bacterias u otros hongos. El indicador de pH permite identificar facilmente a los dermatofitos, pues por el desarrollo 

de éstos cambia el color amanilo del medio a rojo, debido a la degradacién de la fitona y a Ja liberacion de los 

compuestos alcalinos. 

se



Composicién 

Fitona de soya 

Dextrosa 

Agar 
Agua destilada 

Solucion de rojo de fenol al 0.5 % 

HCi0.8N 
Cicloheximida 
Acetona 
Sulfato de gentamicina 
Agua destilada estéril 
Clorotetraciclina 
Agua destilada estén! 

NaOH 0.1 N 
Agua destilada c.b.p. 

Procedimiento: 

C
R
I
 
A
W
R
W
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10.Envasar. 

b) Agar Trichophyton (1,7) 

_ Disolver 0.5 gr de rojo de feno! en 15 

Disolver la ciclobeximida en 2 ml de acetona 

Disolver ta gentamicina en 2 ml de agua estéril. 

Disoiver la clorotetraciclina en 25 ml de agua esteril. 

Disolver la fitona, la dexteosa y et agar por calentamiento en 4000 mf de agua destilada 

Afadir a la mezcla del agar, 40 ml de rojo de fenol al 0.5 %. 

Homogeneizar y afiadir la gentamicina 

Esterilizar a 12 libras de presién durante 10 minutos. 

Enftiar a 47 °C y afiadir la solucion de clorotetraciclina en ambiente estéril 

or ESTA TESIS NO DERE 
To mt SaUR BE LA widiiDTECA 

mi de NaOH y aforé a 100 ml con agua destilada 

a) Agar | ( medio base de caseina sin vitaminas } 

* Hidrolizado de caseina libre de vitaminas 2.5 gr. 

» Glucosa 40 gr. 

 Sulfato de magnesio Ol gr. 

« Fosfato de potasio 1.8 gr. 

© Agar 15 gr 
e Agua destilada 1000 mi. 

5) Agar 2. 

« Agar } con 50 mg de inositol. 

) Agar 3. 
© Agar } con 50 mg de inositol y 200 ug de tiamina. 

dy Agar 4. 
« Agar } con 200 ug de tiamina 
e) Agar 5. 
© Agar I con 2 mg de acido nicotinico 

JD Agar 6 ( medio base de nitrato de amonio sin vitaminas ). 

« Nitrato de amorio 1.5 gr. 

e Glucosa 40 gr. 

« Sulfato de magnesio 4.1 gr. 
« Fosfato de potasio 1.8 gr 

e Agar i5 gr. 

e Agua destilada 1000 mi 

g) Agas7 
© Agar 6 con 30 mg de HCI - histidina. 

«0



Procedimiento: 

1. Disolver por calentamiento los ingredientes del medio seleccionado. 

2. Poner a ebullicion durante | minuto. 

3. Esterilizar a 121 °C durante 12 minutos 

5) TECNICAS ALTERNATIVAS DE MICROCULTIVO 

a) Cultivo en portaobjetos 

Es una técnica de gran utilidad para el estudio de los hongos, se puede emplear para 

a) Identificacién taxonomica de hongos. 

b) Estudios de ontogenia de los conidios 

¢) Obtencidn de material para microfotografia y micrografia electronica 

d) Elaboracion de preparaciones permanentes itiles en la enseftanza. 

e) Como apoyo para identificacion diferencial 

f) Como contro} para las cepas de colecciones de hongos. 

Los medios de cultivo y tiempos de incubacion son variables, dependiendo del hongo por procesar y de los fines 

que se persiguen al realizar la técnica. En generat puede decirse que tos medios de cultivo mas usados son. agar papa 

dextrosa, extracto de malta, agar Borelli. agar Sabouraud simple y medio de Czapek El tempo de incubacion 

normalmente es de 7 a 15 dias y la temperatura habitual es de 25°C. 

b) Técnica del emparedado 

1. Sobre una caja de petri con medio de cultivo, se depositan 5 a 8 ftagmentos de] hongo por estudiar, 

2 Se introducen en el agar de 4 a 6 cubreobyetos esteriles de 22 X 22 mm de un angulo aproximado de 45 ° 

3. Se cierra la caja y se incuba de 7 a 15 dias a 25 °C. 

4 Cuando el cultivo ha alcanzado su madurez se retira unt cubreobjetos de Ja caja y se coloca sobre un portaobjetos, 

sobre el cual previamente se ha depositado una gota de azul de algod6n. 

Se deposita una gota de azul de algodén sobre el cubreobjetos y se cubre con otro cubreobjetos de 24 X 40 mm. 

6 Se repite ef procedimiento con los demas cubreobjeros contenidos en la caja de cultivo 

w 

Con esta técnica se tienen dos planos de enfoque. 

¢) Método de Rivalier y Seydei 16) 

Es una técnica de microcultivo que permite evidenciar de forma clara las estructuras morfologicas en su arreglo y 

disposicion natural, se realiza para la identificacion de cultivos o bien, para preparar material de ensefianza 

_ Sumergir un portaobjetos estéril en medio de cultivo a 56 °C 

Colocar el portaobjetos sobre un caballete en una caja de Petri. 

Inocular el centro del portaobjetos con el hongo a estudiar. 

Depositar en la caja de Petn 10 ml de agua destilada estéri!, sin mojar ef cultivo 

Incubar a 25 °C en la oscuridad 

Cuando el cultive alcance su madurez, desprender ef exceso de agar y secar en fa estufa a 37 °C durante 24 horas 

Sumergir fa preparacién en colodién ligero. 

Escurrir ef exceso de colodion y dejar secar durante 24 horas en posicion horizontal. O
U
 
A
a
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Preparacion del colodin. 

© Colodién oficial (sin aceite de ricino) = i m! 

Alcohol absoluto 2m. 
e Eter sulfisrico 2m 
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6) TECNICAS DE TINCION 

En micologia las técnicas de tincion pueden ser simples, compuestas o especiales para la aplicacion en técnicas de 

histopatologia La eleccion de la técnica depende de! producto que se va a procesart ¥ de la finalidad que se persiga al 

realizar el procedimiento. Entre las técnicas de tincién mas empleadas se encuentran las siguientes: 

a) Azul de Algodén de Lactofeno! Clasico, 

Es inil para realizar el examen directo de cultivos, ya que es una técnica rapida que permite visualizar las estructura 

fisngicas. 
La técnica consiste en depositar una gota de colorante sobre un portaobjetos y, sobre ella, colocar un fragmento 

pequefic de cultivo por estudiar, dilacerandolo perfectamente para poder hacer una buena observacion, se coloca un 

cubreobjetos sobre ta preparacion y se procede a la observacién de ja misma. 

Esta técnica de coloracién se puede aplicar a los microcultivos, en los cuales sélo seré necesario aplicar una gota 

de colorante entre el porta y el cubreobjetos con el hongo 

Con esta técnica también se puede tefiir preparaciones para conservacién a largo piazo, para esto séto es necesario 

sellar los bordes de ta preparacién con bamiz de ufas transparentes. 

Formula del colorante. 

Acido lactico 20 ml ( Pureza 85-90 % } 

Glicerina 40 mi. { Pureza 99 8 % ) 

Fenol en cristales 208 
Azul de algodén al 1% = 2m! 
Agua destilada 20 mi. 

b) Azul de Anilina Lactofenol Modificado. 

Se utiliza para preparaciones de microcultivos, principalmente de dermatofitos, ta técnica consiste en agregar el 

colorante en el portaobjetos y en el cubreobjetos, de el lado donde se encuentra el crecimiento del hongo, hasta cubrir 

totalmente el portaobjetos y el cubreobjetos. Se deja la preparacién con exceso de colorante por un tiempo de 24 a 48 

hrs, para la penetracion del colorante a jas estructuras fingicas 

Férmula del colorante: 

Solucion A: 

Fenol liquido 20 mi. 
Acido lactico 20 ml ( Pureza 85-90 % ) 

Glicerol 40 ml ( Pureza 99.8 % ) 

Agua destilada 20 mi. 

Solucion B: 
Azul de Anilina 0 Sgr. 

Procedimiento. 

1) Si el fenol no es liquido, colocarlo en un matraz en bafio Maria hasta que se funda y mezclarlo con el agua 

destilada en agitacion . 

2) Adicionar ef Glicero! y Acido Lactico a la solucion anterior 

3) Mezelar la solucion B con A y filtrar para eliminar los grumos o precipitados de colorante. (16) 
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c) Prueba para Determinal el Tiempo Adecuado de Tiucién con Azul de Anilina Lactofenol Modificado. 

La prueba de tincion se realizé cubriendo el cubreobjetos y el portaobjetos con el colorante durante diversos 

imtervalos de tiempo; 1 dia, 2 dias y 3 dias, 3 hrs, 2 hrs y 1 hrs Usando el colorante caliente se probé el siguiente 

tiempo 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos. Después de ver la calidad de las laminillas { en el cual se observo al 

microscopio una tincion homogénea y las estructuras bien definidas de los dermatofitos), se eligié ef tiempo de 

coloracién 2 hrs , a temperatura ambiente. 

d) Forma de preparacion del Balsamo de Canada. 

La resina sintética de la marca Sigma se debe disolver al 60% en xilol o tolueno, para posteriormente ser usado en 

el montaje de Jas laminillas obtenidas de los microcultivos. — 

e) Fijacién de las Laminillas con Balsamo de Canada. 

Se colocaron con una pipeta Pastear dos gotas de! balsamo en ef cubreobjetos y portaobjrtos ya teflidos y se 

cubrieron con sus respectivos cubreobjetos y portaobjetos limpios. Estos ultimos se colocaron en un angulo 

aproximado de 45 tocando la resina y soltandolo posteriormente de manera lenta para que ésta se difunda y cubra 

totalmente la preparacion. Se dejo secar durante 24 hrs, para después limpiar el exceso de resina con xito! y alcohol 

etilico de 96° 
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ANEXO # 3 

TABLAS DE TRABAJO: 

a) TIEMPO DE CRECIMIENTO EN AGAR DEXTROSA DE SABOURAUD (EN DIAS). (13) 

AS TIVO 

  

b) MORFOLOGIA DIFERENCIAL DE LOS DERMATOFITOS EN SU FASE ASEXUADA 

  

  

IMPERFECTA 
Microsporum Trichophyton Epidermophyton 

Macroconidias fusiformes, Macroconidias fusiformes o Este género monotipico, se 
omamentadas, espinosas o de 

superficie rugosa que miden de 7 a 

29 x 30 a 69 micras, generalmente 

son de pared gruesa hasta de 4 
micras. 

alargadas de pared lisa, cuyo grosor 

no excede de 2 micras. Miden entre 
4a8x8 a 50 micras; algunas 

especies carecen de ellas o son 
escasas, 

caracteriza por sus macroconidias 
en forma de mazo, con su extremo 
redondeado y base angosta , sin 
septo, las cuales miden 6 a 10x 8 a 

15 micras. Produce abundantes 
clamidiosporas. 

  

Atacan la epidermis y pelos e 

invaden tos foliculos pilosos, 
formando sobre la superficie del 
pelo una vaina de esporas de 2 a3 
micras de didmetro dando !a 
imagen morfoldgica tipica del 
ectothrix. Las microsporas se 
agrupan en “mosaicos” y fas hifas 
que penetran mas profundamente 
forman cerca de la matriz pilosa ta 
banda limitrofe de Adamson 

Atacan la epidermis, pelos y ufias. 
Las especies endothrix pasan desde 
Ia epidermis e invaden el interior 

del pelo, formando cadenas de 
artrosporas sementadas, mientras 

que las variedades ectothrix crecen, 
penetran y ademas se multiplican 
sobre el pelo dando el aspecto de 
pseudosporas grandes, de 3 a5 

micras de diametro como en T. 
verrucosum, o bien pequefias de 2 a 

3 micras como T_mentagrophytes. 

No ataca al cuero cabelludo, ni fos 

pelos y no forma una vaina de 
esporas alrededor del pelo, aunque 
si crece sobre la queratina de la 
epidermis y en las ufias; tiene 
preferencia por las zonas himedas, 

intertriginosas. 

  

Las microconidias pueden ser 
sésiles, pedunculadas o fusiformes 
y miden de 2.5 23.5 x 447 micras. 

Las microconidigs son escasa 0 
ausentes en algunas especies 0 
pueden ser de forma globosa 0 
piriforme de 2 a 3 x 2.a 4 micras. 

No forma microconidias. 

    Especie tipo: Microsporum 
audouii 

  

  Especie tipo: Trichophyton 
mentagrophytes. 

Especie tipo: Epidermophyton   flaccasunt, 
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¢} SE REALIZARON CINCO SESIONES EN EL FOTOMICROSCOPIO OLIMPUS COMO EJEMPLO 

DEL TRABAJO SE DEJA LA 5° SESION DE TRABAJO EN PREPARACIONES FIJAS PARA 

OBTENER LAS FOTOGRAFIAS (EN PAPEL) QUE SE ENCUENTRAN EN EL PRESENTE 

TRABAJO REALIZADA EL 19 / FEBRERO / 98. 

NOTA: LA SESION TUVO UNA DURACION DE 2: 45 HRS. Y SE REALIZO EN EL, LABORATORIO # EN 

EL FOTOMICROSCOPIO OLIPUS MODELO # 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

No. DERMATOFITOS | PREPARACION EXPOSICION 

FOTOGRAFIA MUESTRA / DIA 

} T. mbrum : L.i¢ 

q 2 “ : 1.10 

3 T. terrestre - 1.02 

4 T. tonsurans macroconidias 1,28 

5 “ microconidias 1.78 

6 T. rubrum - 0.92 

7 T. yerrucosum. - 1.09 

8 T. mentagrophytes microconidias 0.96 
9 “ macroconidias 1.52 
10 “ macro y 0.92 

microconidias 
° ul E. floccosum : 0.94 

12 * macroconidias 0.80 

13 “ = 114 

. 14 T. verrucosum - 1,07 

15 T. soudanense : 4,29 

16 T. violaceum - 9.82 

17 “ - 0.83 

18 M. fulvamn : 2.70 

19 M. nanum macroconidias 1,34 

20 T. schoenleinii hifas en candelabro 1.34 

favico 

o 21 * - 1.00 

22 M. gypseum macroconidias 1,35 

23 “ macroconidias 1,29 

24 M. canis - 2.29 

25 “ - 2.84 

26 S - 7.28         
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