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NORMAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LABORATÓRIO DE
LÃS MICOSIS

RICARDO NEGRONI *

MICOSES SISTÉMICAS

Los estúdios de laboratório
que contribuyen a certificar el
diagnóstico y conocer el pronós-
tíco de Ias micosis sistémicas
pueden ser divididos en: méto-
dos directos, que se basan en Ia
identificación dei agente etioló-
gico y métodos indireptos que
compreende el estúdio de los an-
ticuerpos específicos fijos y cir-
culantes. Hay también ciertos
métodos indirectos inespecíficos,
que abarcan el estúdio de Ias
alteraciones anatomo-patológi-
cas, dei proteinograma, etc. pro-
ducidas por estes parasites.

Lãs micosis sistémicas existen-
tes en Ia América dei Sud son:
Ia blastomicosis sudamericana o
micosis de Lutz, Ia hístoplasmo-
sis, Ia coccidioidomicosis y Ia
criptococosis (anteriormente lla-
mada Torulosis).

El estúdio de estas cuatro
afecciones, desde el punto de
vista de su diagnóstico de labo-
ratório, debe encararse en común,
pues salvo en el caso de Ia cripto-
cocosis, los procedimientos em-
pleados son los mismos.

OBTENCION Y ENVIO DEL
MATERIAL

Para Ia correcta utilizador! de
los métodos directos de diagnós-
tico es indispensable el adecuado
envio de Ias muestras. Estas pue-
den ser esputo, líquido de bron-
co aspiración; biópsias de piei,
mucosas o ganglios linfáticos; pus
de lesiones abcedadas y líquido
cef alorraquídeo.

El esputo debe recogerse en
horas de Ia manana, con el pa-
ciente en ayunas y previa una
cuidadosa higiene bucal. El reci-
piente empleado será un frasco de
boca ancha, tapa esmerilada, es-
terilizado en autoclavo a 120°C
durante 15 o 20 minutos.

Los restantes materiales se ob-
tendran con Ias máximas precau-
ciones de asepsia y serán remiti-
dos en recipientes esterilizados
por el procedimiento ya mencio-
nado. Guando se trata de esputo,
lavado bronquial, a biopsia de le-
siones abiertas, es indispensable
adicionarles 100 ug/ml de clo-
ramfenicol, a fin de impedir el
excesivo desarrollo bacteriano.

Lãs biópsias deben dividirse en
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dos partes; una se coloca en for-
mol ai 10% y otra en solución
fisiológica estéril con antibióticos,
a fin de poder realisar con cada
una de ellas el estúdio histopato-
lógico y micológico, respectiva-
mente .
Estúdios de Laboratório

Métodos directos: l - Examen
Microscópico

Con el material que no ha sido
fijado en formol, deben efectuarse
sistematicamente cuatro prepara-
ciones:

a) Examen ai estado fresco en-
tre porta y crubeobjeto con una
gota de solución fisiológica o
agua destilada estéril, debe colo-
carse una gota dei material o ha-
cer una ímpresión de Ias biópsias
sobre el portaobjeto.

Este método permite observar
los hongos de gran tamano que
poseen pared gruesa y refringente,
como el Paracoccidioides brasi-
Hensis y el Coccidioides inmitis.
Una variante de este procedi-
miento es el estúdio ai estado
fresco con una gota de tinta china
diluída ai 1/2 con solución fisio-
lógica. Este examen permite vi-
sualizar el Cryptococus ncofor-
mans, que debido a su gruesa
cápsula de mucopolisacáridos, nos
ofrece en Ia preparación con tin-
ta china su aspecto típico. Tan
característica es su morfologia,
que deberá aconsejarse Ia sealiza-
ción sistemática de este examen
en los sedimentos de líquidos ce-
falorraquídeos procedentes de pa-
cientes con cuadros de meningltis
subaguda ó crónica con líquidos
claros u opalescentes.

b) Coloración de Gram. Per-
mite tener una idea cuantitativa

y, hasta cierto punto cualitativa,
de Ia flora acompanante. Adernas
es Ia coloraclón de elección para
visualizar Actinomycetales.

c) Coloración de Ziehl-Neelsen.
Se utiliza para evidenciar Ia pre-
sencia de Mycobacterium y No-
cardias.

d) Coloración de Giemsa. Es
indispensable para observar el
Histoplasma capsulatum.

El material fijado en Formol se
examina microscopicamente me-
diante Ia técnica histológica de
uso corriente. Es conveniente
realizar en forma sistemática Ia
coloración de hematoxilina-eosina
y adernas algún método especial
como P.A.S, Gridley, Gomorif
Grockott, que son útiles para vi-
sualizar hongos parásitos.

Será considerado correcto solo
aquel examen micológíco que in-
cluya todas estas preparaciones.
2) Cultivos

Todos los agentes etiológicos
de micosis sistémicas son difási-
cos, salvo el Cryptococcns neo-
formans. es decir, posoen una es-
tructura totalmente distinta en los
médios de cultivo simples e incu-
bados a 28°C, de Ia que exhiben
en los tejidos parasitados o en los
médios enriquecidos a 37°C.

Por Io tanto cada material debe
ser sembrado en 4 a 6 tubos, 2-3
de agar-glucosado o agar-miel de
Sabouraud, e incubarlos a 28°C
y 2-3 de agar-sangre o agar infu-
sión de cérebro y corazón e incu-
barlos a 37°C.

En los primeiros se obtendrá
el desarrollo de Ia fase filamento-
sa e saprofitica y en los segundos
el de Ia fase levadurifonne o para-
sitaria .

A todos los médios de cultivo se
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lê deben adicionar 100 ug/ml de
cloramfenicol a fin de inhibir el
desarrollo bacteriano. Este anti-
biótico debe agregarse ai médio
después que este há sido esterili-
zado y cuando está a una tempe-
ratura de 55°C.

La composición de los médios
de cultivo antes mencionados, es
Ia siguiente:

Médio de Sabouraud-glucosado:

Glucosa 40 gr.
Peptona. Con frecuencia

se Ia reemplaza por
hidrolizado de caseína 10 gr.

Extracto de levadura 5 gr.
Agar 20 gr.
Agua destilada l .000 ml.

Antes de adicionar el agar,
tomar el pH dei médio y corregir-
lo a pH 7, agregar 5 gr. de car-
bonato de cálcio que actua como
estabilizador dei pH.

Esterilizar en autoclave a 115°
C durante 15 é 20 minutos.

Médio de Sabouraud-miel:
igual fórmula y método de prepa-
ración que en el caso anterior,
reemplazando los 40 gr. de glu-
cosa por 80 gr. de miei.

Agar sangre:

1) Caldo de carne l .000 ml.
Peptona 10 gr.
Cloraro de sódio 5 gr.
Extracto de levadura .. 5 gr.
Agar 20 gr.

Llevar ai autoclave a 115°C
durante 20 minutos, para disol-
ver.

2) Se neutraliza a pH 7 con so-
da ai 10% y se Ueva ai autoclave
nuevamente a 115°C durante 20
minutos, Io que determina un pre-
cipitado .

3) Filtra por algodón, ajustar a
pH 7,4 — 7,6 distribuir en tubos
y esterilizar a 120°C durante 20
minutos.

Cada 100 ml de agar simple
hervido y enfriado a 45°C, adi-
cionar 5 ml de sangre de carnero,
caballo o conejo. Nótese que ai
método original dei agar-sangre,
nosotros aconsejamos adicionarle
0,5% de extracto de levadura.

Agar ínfosióa de cérebro y corazón:
Infusión de cérebro y co-
razón 25 gr.
Hidroljzado de caseína .. 4 gr.
Extrato de levadura .... 5 gr.
Glucosa 5 gr.
Agar 20 gr.
Agua destilada l .000 gr.

Neutralizar a pH 7 y esterilizar
en autoclave a 120°C 15 minutos.

En reemplazo de este médio
puede emplearse agar-higado con
glucosa y vitamina BI.

1) Callo de higado
Polvo de higado 50 gr.
Agua destilada l. 000 rol.

2) Caldo higado l .000 ml.
Peptona 20 gr.
Cloruro de sódio 5 gr.
Glucosa 10 gr.
Vitamina BI 25 mg.
Agar 20 gr.

Llevar a pH 7, y esterilizar a
120°C 15 minutos.

Es indisponsable tener en cuen-
ta que Ia mayoría de estos hon-
gos demoran de 12 a 20 dias pa-
ra alcançar un desarrollo comple-
to; por lê tanto no podrá esperar-
se un informe útil dei resultado
dei cultivo antes de transcurrido
este período.
Titoculaeimi a animales de expc-
rimcntación
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En general es suficiente el em-
plcso de ratones y cobayos.

Los prímeros serén inoculados
por Ia via pcritoneal, con 0,5 ml
de una suspensión dei material en
solución fisiológica adicionada de
antibióticos (100 ug/ml de clo-
ramfenicol) y los cobayos por Ia
via intratesticular, con 0,2 a 0,4
ml y, por Ia intraperitoneal, con
l ml.

Inoculará cada material en 4
ratones y l cobayo por Io menos.

Los animales serán sacrificados
después de un mês y sus vísceras
examinadas microscopicamente y
sembradas en los médios de cul-
tivo ya mencionados.
Métodos indirectos
Rcacciones cutâneas

Los antígenos deben preparar-
se de acuerdo a Ias directivas de
Smith, C.E. (1943) para Ia
coccidioídina. Deben sembrarse
varias cepas de C. inmitis o H.
capsulatum, según los casos, cn
cl siguiente médio de cultivo,
utilizando anteriormente en Ia
preparación dei derivado proteico
purificado dcl M. tubérculo s is:
Cloruro de amónio 7 g; l - aspe-
ragina 7 g; fosfato dipotásico 1,31
gr; citrato de sódio 0,9 gr. sulfa-
to de magnésio 1,5 gr; citrato de
hierro en escamas 0,3 gr; glucosa
pura 10 gr; glicerina 25 gr; agua
destilada csp 1000 ml. — Disuél-
vase en un pequeno volúmen de
água destilada cada uno de los
ingredientes, por separado, calen-
tado, si fruera necesario, Mez-
clarlos, completar el volúmen,
enfriar, corregjr a pH 7, filtrar y
esterilizar en el autoclave a 115°
C durante 20 minutos.

Después de sembrar Ias cepas
en botellas de Roux o frascos de

Erlenmeyer, formando una capa
de l 1/2 a 2 cm de altura, incu-
bar a 28°C durante 3 a 6 meses.
Se filtra para separar Ia masa mi-
celiana, se lê agrega mertiolato de
sódio l /10.000 y se esteriliza por
filtración por filtro Seítz esterili-
zante o por bujía Berkefeld. Se
hacen controles de esterilidad y
se determina Ia potência antigéni-
ca frente a una coccidicídina o
histoplasmina patrón. Para ello
aconsejamos Ias histoplasminas y
coccidioidina L 48 dei Centro de
Ia Facultad de Medicina de Bue-
nos Aires. La determinación de
lê potência aníigénica se efectua
en cobayos infectados experimen-
talmente así como en humanos
cuya reactividad cutânea sea co-
nocida, empleado diversas dilu-
ciones. Los antígenos puros con-
servan su actividad indefinida-
mente a temperatura ambiente
Lãs diluciones deben prepararse
en solución fisiológica con 0,3%
de fenol como conservador para
evitar Ias contaminacíones acci-
dentales.

La reaccíón debe efectuarse
inyectando 0,1 ml de Ia dilución
1/100 en Ia cara anterior dei
antebrazo.

La reacción se leerá a Ias 24,
48 y 72 horas; se considera posi-
tiva (+) cuando Ia zona de infil-
trado y eritema mide entre 5 y
10 mm; positiva ( + + ) entre 10
y 15 mm; positiva ( + + + ) en-
tre 15 y 20 mm y (-l- -'- -l- H- ),
cuando presente necrosis central.

Una vez producida Ia infección,
lê persistência de Ia hipersensibi-
lidad es muy prolongada, mante-
niéndose a veces durante toda Ia
vida.
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La reacción cutânea positiva
indica Ia existência de una infec-
ción actual o pasada. Es de gran
utilidad para el diagnóstico de
micosis-infección, en Ia delimita-
ción de áreas endémicas, pêro su
valor para el diagnóstico de mi-
cosis-enfermedad se limita a los
siguientes casos: 1) Cuando se
comprueba en lactantes. 2) Cuan-
do se asiste ai viraje de Ia reacción
de negativa a positiva. 3) Cuando
aparece en una persona que no
haya habitado hasta ese momen-
to en zona endémica y que no
presente reacciones fuortemcnte
positivas con otros antígenos fún-
gicos .

Pueden observarse falsas reac-
ciones positivas, debido a Ia pre-
sencia de antígenos comunes que
determinan reacciones cruzadas
entre el P. brasiliensis, H. capsu-
líituni y C. inmílis. Lãs reaccio-
nes son siempre más intensas con
el antígeno homólogo. Es acon-
sejable, pues, Ia realización si-
multânia de pruebas cutâneas con
histoplasmina, coccidicidina y pa-
nicoccidicidina, considerándose
positivo solo aquella que propor-
ciona Ia reacción mayor. La fre-
cuencia de Ias reacciones cruzadas
disminuye cuando se emplean an-
tígenos diluídos.

Lãs falsas reacciones negativas
aparecen hasta en el 50% de Ias
formas diseminadas graves de es-
tas micosis, indicando gravedad
de de Ias misraas.

Para Ia preparación de Ia para-
coccidioídina debe seguirse Ia téc-
nica propuesta por Fava Netto
para Ia obtención dei antígeno
polisacúrido dei P. brasiliensis.

Este antígeno conserva duran-
te vários anos su potência antí-
génica. Los controles y Ia reali-
zacón de lês reacciones deben
efectuarse como en Ia histoplas-
mias y coccidioidina.

En el humano efipleamos el
antígeno sin diluir. El patrón uti-
lizado es el reactivo preparado
con Ia cepa 1130,34 dei Centro
de Micología de Ia Facultad de
Medicina de Buenos Aires.

Preparación dei poli,«acari d o de
Fava Netto

Se siembra Ia cepa 1130,34 en
su fase levaduriforme, en botellas
de Roux conteniendo 150 ml de
agar caldo glucosado ai l % . Lãs
colónias son recogídas después
de 10 dias de incubación a 37°C,
vertiendo en el interior dei frasco
perlas de vidrio esterilizadas para
suspender en solución fisiológica
el material de Ia sueprfície dei
médio. Después de três lavados
con solución fisiológica, se
trata el sedimento con acetona
pura, removiéndolo con una va-
rilla de vidrio, repitiendo esta
operación previa centrifugación
dos veces más. A continuación
se trata con éter sulfúrico siguien-
do Ia misma técnica. Se seca el
sedimento durante l h a 37°C,
suspendiéndolo cn solución "Buf-
fer" veronal, pH 7,2-7,4 en pro-
porción dei 15DC de su volúmen
y llevándolo el autoclave a 120°C
durante 15 minutos. Se separa el
antígeno por centrifugación, el
sobrenadaníe se filtra por papel
de filtro mojado con agua destila-
da estéril y se te adiciona
1/10.000 de mertiolato de só-
dio como conservador.
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Reacctones serológicas
Preparación de antígenos

El médio de cultivo es prepa-
rado en Ia siguiente forma: se di-
suelven 60 gr de neopeptona (Dif-
co) en 120 ml de agua destilada a
45°C, y se Ia dializa en tripas de
celofán de 43 mm. de diâmetro,
durante 5 horas á 70°C y luego l
noche en Ia holadora a 0°C, con-
tra agua destilada.

El contenido de Ias tripas es
llevado a 1800 ml. con agua des-
tilada y se lê adicione 2% de
de glucosa y l ug/ml de tiatnina.
El pH final dei médio debe ser
6,9 a 7. Se distribuye entonces en
frascos de Erlenmeyer de 300 c.c.
colocando 125 ml de médio de
cultivo en cada uno. Los frasco
son sembrados abundantemente
con suspensión de micelio y es-
poros dei hongo patógono desea-
do. La incubación se efectua a
28°C en agitador mecânico con
despi azamíento rotatório de 5
cm. de amplitud, a razón de 90
ciclos por minuto y durante 4
semanas. l Luego el micolio es
separado por filtración a través
de 2 capas de papel de filtro, el
líquido restante es adicionado de
mertiolatoborato de sódio l/
10.000 como conservador y es-
terilizado por filtración en filtro
Seitz.

Lãs cepas ampleadas son:
HistopTiisina capsulatum 922,4;
922,7; y 420. Centro de Mico-
logía. Paracoccidioides bras:-
liensis 1130,34.

Centro de Micología. Cocei-
dioides inmitis, cepa n° 696,17,
C. Micología.

En el caso de Ia paracoccldi-
cidina así obtenida debo concea-

trarse 10 veces en su volúmen
para su empleo en reacciones
serológicas. Dicha concentración
se consigue por evaporación en
estufa de 37°C durante 48 ho-
ras.

Esta técnica de preparación
de antigenes ha sido útil para
obtener histoplasmina, coccidioi-
dina y paracoccidioidina. Sus
propriedades son lês siguientes:
1) Fácil de preparar. 2) Conser-
vación indefinida. 3) Útil tanto
para pruebas de fijación de com-
plemento cuanto para reacciones
de inrminodifusión en gel do
agar. 4) Constância de los re-
sultados. 5) Baja proporcíón de
reacciones cruzadas (inferior ai
10% y reacciones siempre más
positivas con el antígeno homó-
logo) .

Reacciones de precipitación:

Estas pruebas se toman posi-
tivas en Ias primoínfecciones
sintomáticas después de 4 a 7
dias dei contacto infectante. Al-
canzan su máximo título a Ias
2 e 3 semanas y luego decreen
gradualmente hasta desaparecer,
una vez superada Ia infección.
Sin embargo, en los processos
crónicos suelen persistir positi-
vas, aunque con títulos bajos.

La utilidad fundamental de
estas reacciones es el diagnóstico
de Ias neumotitis de primo in-
ceción en Ia histoplasmosis y
coccidioidomicocis y Ias blasto-
micosis sudamcricanas con me-
nos de un ano de evolución.

La extracción de Ia muestra
de sangre debe hacerse con el
paciente en ayunas, por punción
venosa, con jeringa esterilizada

a seco. Se extraerán 15 a 20 ml
el adulto y Ia mitad en íos ninos,
Io sangre es colocada en tubo o
frasco seco, se espera Ia retra-
cción dei coágulo y se separa el
suero por centrifugación. Se
inactiva el complemento en "ba-
no maría" a 56° C durante me-
dia hora, adicionándosele 0,05
ml de una solución el 1% de
mertiolato de sódio como con-
servador. Si Ia reacción no vá
a ser realizada en forma inme-
diata puode guardase el suero en
el congelador de una heladera
común. Para almacenamientos
prolongados se aconsejam con-
geladoras de -20° ó -70°C.

Pnieba de precipitación en tubo

Debe emplearse tubos de 70 x
7 mm. perfeitamente limpios.
Para Ia limpieza dei material de
serología aconsejamos dejarlo
una noche en solución de Deter-
gex, luego hervirlos durante me-
dia hora, eliminar el detergente,
dejarlo una noche en agua des-
tilada y luego secar los elemen-
tos en horno Pasteur. Para ca-
da suero se disponen 4 tubos
conteniendo 0,2 ml de suero no
diluído cada uno y se vierten
por Ias paredes para formar
anillo, 0,2 ml dei antígeno puro,
diluído ai 1/10 y ai 1/40. El
último tubo es el testigo en el
cual ai antígenos es reemplazado
por el médio de cultivo líquido.
Se efectua Ia lectura a los 10
minutos de incubación a 37°C,
anotando como resultados posi-
tivos aquellos que formen un
anillo en el limite de separación
dei suero y el antígeno. Después
de Ia primeira lectura se agitan

los tubos para mezclar su con-
tenido, prosiguiendo Ia incuba-
ción a 37°C (en bano maría) du-
rantes 5 días, ai cabo de los cuales
se realiza Ia lectura. Debe ano-
tarse como positivos aquelos tu-
bos que presenten Ia formación de
depósito.

Pruebas de inmunodifusión en gel
de agar:

Sus resultados son paralelos a
los proporcionados por Ias re-
acciones de fijación de comple-
mento, siendo mucho más econó-
mica y sencilla que este ultimo,
presenta como desventajas el ser
algo menos sensible y más difícil
de cuantificar.

Inicialmente sus alcances fue-
ron los de una reacción cualitativa
que revelaba o no Ia presencia de
anticuorpos frente a los diferentes
antígenos fúngicos. Empleada en
esta forma, es particularmente
útil como reacción tamizadora,
que permite deseribir, dentro de
una gran centidad de sueros,
aquel que reacciona positivamen-
te. Es un método de elección en
campanas sanitárias.

Sin embargo estas reacciones
pueden cuantifícarse utilizando,
adernas dei suero puro, diluciones
dei mismo en progressión geomé-
trica desde 1/2 a 1/64 o más,
anotando como positiva Ia última
dilución que produce bandas de
precipitación netamente visibles.

Otra técnica cuantitava es Ia
inhibición de Ia inmudifusión de
acuerdo ai procedimiento anterior.

Para Ias pruebas de inmunodi-
fusión se recomienda Ia técnica de
Ouchterlony, el sustrato empleado
debe ser agar "Bacto" o "No-

l



Rev. Pat. Trop. (3): l — Janeiro/Março, 1974

blc" (Difco) o algún otro agar
cn polvo suficientemente purifica
do, disuelto ai 1% en solución fi-
siológics con 0,3% de fenol como
conservador. Lãs reacciones pue-
den realizarse en placa de Petri o
portaobjeto, empleando 0,15 ir.l
de sueros y antígenos puros.

Para Ia técnica de inhibición
de Ia inmunodifusión el medií)
básico empleado es: "Noble"
(Difco) 10 gr. PO4 H2 K10 gr,
Cl Na 9gr, H2O 1000 ml. Se
ajusta a ph 7,3 con PO4 HK2,
adicionándose 1/10.000 de mer-
tiolato de sódio como conserva-
dor y se filtra en caliente por pa-
pel Whatman n° l. Los orifícios
pequenos serán hochos con saca-
bocados de 5 mm. y los grandes
con sacabocados de 7mm.

Lãs lecturas de Ias reacciones
de inmunodifusión, deben ser
efectuadas a los 3 dias de incuba-
ción a temperatura ambiente y
luego de haber cubierío Ia placa
durante l hora con una solución
"buffer" de citrato de sódio ph
8,2 a fin de eliminar Ias falsas
bandas producidas por Ia sustan-
cia -C.

Pruebes de fijación de comple-
mento

Aconsejamos emplear Ia técni-
ca de fijación de complemento
cuantitavo de 50% de hemólisis
preconizada por Otto Bier, en su
libro Bacteriologia e Inmunología.
(López Libreros y editores 1970)
pag. 579-586.

Se emplean diluciones suero en
progresión geométrica a partir de
1/5. Para reacciones cualitativas
debe utilizarse suero diluído 1/5
y 1/10.

Los antícuorpos fijadores de
complemento apareceu más tar-
diamente que Ias precipitinas, al-
rededor de 30 dias después dei
contacto infectante.

Estas reacciones se tornan posi-
tivas en Ias infecciones moderadas
o graves y su realización periódica
es do particular interés en Ias for-
mas diseminadas de estas mico-
sis. En Ias primoínfecciones leves
permanecen negativas y en lês
moderadas, luego de una ligera
positividad, se vuolven negativas
vez superada Ia infección.

En Ias formas diseminadas cró-
nicas el título de esta pmeba es
proporcional a Ia duración ai nú-
mero de unidades infectantes y,
por Io tanto, a Ia gravedad de Ia
enfermedad. Si el estado general
y lesionai dei paciente mejora con
el tratamiento instituído, el título
do anticuorpos gradualmente cae
haste hacerse negativa Ia reacción
después de algunos meses o un
par de anos de producirse Ia cu-
ración clínica y biológica.

En los casos que no son con-
trolados por el tratamiento, los
anticuorpos aumentan gradual-
mente hasta alcançar niveles muy
elevados y finalmente descienden
en forma brusca poço antes de
Ia muerte.

Para confeccionar curvas sero-
lógicas deben repetirse estas re-
acciones cada 8 semanas.

El estúdio de estas três reaccio-
nes serológicas satisface perfecta-
mente Ias necesidades dei diag-
nóstico micológico. Lãs pruebas
de hemoglutinación pastva, inmu-
nofluorescencia e inmunocelectro-
foresis, han sido empleadas para
trabajos de investigación, pêro
habitualmente, no son indispensa-
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bles para el diagnóstico y el estú-
dio evolutivo de estas afecciones.

El diagnóstico de Ia criptoco-
cosis se realiza por métodos di-
rectos exclusivamente ya que los
indirectos proporcionam resulta-
dos negativos en Ia mayor parte
de los casos.

El examen microscópico debe
efectuarse ai estado fresco entre
porta y cubreobjeto con una gota
de tinta china diluída. En el caso
de Ias piezas fijadas en formol se
utilizará, adernas de Ia hemoto-
xilina-eosina, Ia tinción con mu-
cicarmín de Best que permite vi-
sualizar Ia cápsula.

Los cultivos deben hacerse en
los médios habituales adicionados
de antibióticos e incubados a 37°
C y 28°C.

El estúdio de estos cultivos se-
rá completado con el examen de
Ias siguientes propriedades fisio-
lógicas: 1) capacidad de desarro-
llar a 37°C; 2) hidrólisis de Ia
urea; 3) auxanograma de carbono;
4) auxanograma de nitrógeno y
5) zimograma.

La técnica de estúdio debe ser
Ia preconizada por Lodder y K
Van Rij en su libro "The Yeast",
1969.

El Cryptococces neoformans
crece a 37° C, es ureasa positivo,
no asimila Ia lactosa ni el nitrato
de potasio y carece de proprieda-
des fermentativas.

Iiiftculíición a animales sensibles:

El C. neoformans es Ia única
espécie dei género que es patóge-
na para los animales de laborató-
rio. El más sensible es el ratón
que puede ser inoculado por Ia
via intraperitoneal, intravenosa e

intracraneal, está última es Ia que
proporciona el mayor índice de
mortalidad, en un período de po-
ços dias. Para Ia inoculación in-
tracraneal deben preferirse rato-
nes lactentes e inyectar 0,03 ml
dei material en cada uno. En Ia
autopsia deben examinarse, cére-
bro, pulmones, higado, bazo, lí-
quido peritoneal y pared abdomi-
nal (en los casos de inoculación
intraperitoneal).

Diagnóstico de Ias micosis pro-
fundas localizadas

1) Rhinosporidiosis: esta afe-
cción solo puede ser diagnosticada
mediante el estúdio histopatológi-
co, pues su agente causal, el Rhi-
nosporidium seeberi, no es culti-
vable ni produce Ia enfermedad
experimentalmente. Para el diag-
nóstico histológico basta Ia colo-
ración de hematoxilina-cosina.

2) Cromomicosis: deben tomar-
se biópsias de Ias lesiones vege-
tantes y dividirias en dos trozos:
uno se Io remitirá en formol ai
10% para histopatología y, el
otro, en frasco estéril y con solu-
ción fisiológica estéril adicionada
de 100 ug/ml de cloramfenicol.

Para el estúdio histopatológi-
co basta realizar Ia tinción de he-
matoxilina-eosina.

Con el material no fijado pue-
den hacerse preparaciones, colo-
cando Ias escamocostras que cu-
bren Ia lesión, entre porta y cu-
breobjeto con l gota de potase ai
40% en caliente. Igualmente se
harán impresiones de Ia zona dér-
mica sobre un porta objeto, los
que deben examinarse ai estado
fresco entre porta y cubreobjeto
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con l gota de solución fisiológica
estéril.

Los cultivos serán realizados
en médios de Sabouraud y Czapek
adicionados de antibióticos.

Lãs biópsias deben ser tritura-
das en mortero estéril antes de
Ia siembra y Ias escamocostras
fragmentadas con bisturi estéril
cn trozos tan pequeno como sea
posible. La incubación se efectua
a 28°C. Para Ia correcta identi-
ficación morfológica de Ia espécie
deben examinarse cultivos en tu-
bo y en lâmina, sobre médios de
Sabouraud, Czapek, agar-harina
de maíz y agar-extracto de suelo
con peptona.

Médio de Czapek-Doz

NO3 Na 2 gr.
SO4 Mg 7 H2O l gr.
Cl K 0,50 gr.
SO4 Fe 7 H2O ..". 0,01 gr.
Sacarosa 30 gr.
Agar-agar 20 gr.
Agua destilada ...c.s.p. 1.000 ml.

Disolver Ias sales sucesivamen-
te en Ia mitad dei volumén de
agua destilada y Ia sacarosa en
Ia otre mitad. Mezclar, llevar a
pH 7, agregar el agar y esterilizar
a 115*?, durante 20 minutos.

Agar-harina de mais:

Harina de maíz decorticado 20 gr.
Agua comente l .000 ml,
Agar 20 gr.

Hacer hervir suavemente du-
rante 45 minutos en un balón lês
dos primeiros componentes, fil-
trar por gasa, enfriar, agregar el
agar y esterilizar a 120°C duran-
te 15 minutos.

Agar extracto de suelo:

Hacer hervir durante 15 mi-
nutos 500 gr. de tierra de jardín,
secada ai aire, en 1200 «l de
água corriente. Se filtra por pa-
pel de filtro, llevar el volúmen a
lOOOml, agregar 0,5 gr de PO4
H2K. Se ajusta a pH 7 y se lê
adiciona 2% de agar. Esterilizar
a 120°C durante 15 minutos.

A veces es conveniente agre-
garle 1% de peptona.

Diagnóstico de Ias micosis gjiv.o-
sas.

La micosis gomosa más común
es Ia esporotricosis y a su diag-
nóstico nos referiremos en forma
exclusiva.

El examen microscópico de
los materiales humanos, obtenidos
por biopsia cutânea o por punción
de un goma, no permite, casi nun-
ca, ver ai Sporotbrix schenckukii.

Los cultivos de estos materia-
les, tratados con antibióticos an-
tibacterianos y sembrados en
médios de agar de Sabouraud,
agar-sangre o agar-higado con
glucosa y vitaminas BI son siera-
pre exitosos.

Estos médios de cultivos deben
contener 100 ug/ml de cloramfe-
nicol y Ia incubación se efetuá a
28°C y 37°C. Es un microorga-
nismo de desarrollo rápido y di-
fásico. La inoculación experi-
mental se obtiene muy facilmente
en Ia rata por vía intraperitoneal
o intratesticular. Este es el pro-
cedimiento de elección para de-
mostrar Ia fase levaduriforme dei
Sporothrix schenckii.

La histopatología muestra habi-
tualmente una zona central puru-
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lenta, una media tuberculoide con
células epitelioides y gigantes y
una externa sifiloide con infiltra-
dos linfoplasmocitarios, pêro ai
no verse el parasito Ia mayor par-
te de Ias veces es imposible hacer
el diagnóstico por este métodos.

Reacción de esporotriquina
Preparación dei antígeno:

Sembrar 5 muestras de Sp.
schenckii en agar de Sabouraud
glucosado adicionado de 50 mg
o/oo de cistina repartido en botei-
las de Roux. Incubar a 37°C,
durante 10 dias. Suspender el
desarrollo en solución fisiológica
con perlas de vidrio, agitando
frecuentemente.

Retirar Ia suspensión, hacer
frotis y adicionarle 1/10.00 o
de Mertiolato de sódio. Calentar
a 60°C durante 60 minutos, en
3 dias consecutivos.

Equiparar su concentración con
Ia opacidad dei tubo n° 5 de Ia
escala de Mac Farland y distribuir
en frascos semejantes a lês de
penicilina.

Lãs pruebas deben efectuarse
inyectando 0,1 ml dei antígeno
antes referido, en Ia cara anterior
dei antebrazo, por vía intradérmi-
ca, realizando Ia lectura a Ias 48
horas.

Debe tomarse en cuenta el eri-
tema y Ia infiltración. Su positi-
vidad indica infección por el Sp.
schenckii, sin prejuzgar sobre si
esta es activa ó ha ocurrido en el
pasado.

Lãs reacciones serológicas no
han sido aún adecuadamente es-
tudiadas en esta enfermedad y
resultados no brindan ínformacio-

nes útiles para el diagnóstico o el
pronóstico de Ia misma.

Kaplan e Ives (1960) presen-
taron un método que hace posi-
ble Ia visuabilización directa dei
Sp. schenckii en Ias lesiones hu-
manas, empleado Ia técnica de
inmunofluorescencia directa, con
una antiglobulína específica de
conejo marcada con isotiocianato
de fluoresceina. Sin embargo no
ha sido un método difundido en
Ia rutina dei diagnóstico.

Diagnóstico de los micctornas

a) Obtención y envio dei mate-
rial

Guando pueda obtenerse abun-
dante pus de Ias lesiones, este de-
be ser recogido en tubo estéril y
enviado ai laboratório de micolo-
gia sin el agregado de ninguna
sustancia.

En este caso no se aconseja
adicionar solución fisiológica con
antibióticos porque es muy difícil
por Ia clínica estabelecer si el mi-
cetoma es maduromicósico o acti-
nomicético y lês Actiuomycetales
son sensibles a los antibióticos
antibacterianos. Guando Ia secre-
ción es escasa se aconseja realizar
una biopsia, esta debe ser amplia
y realizada en ambiente quirúrgi-
co. El material obtenido será di-
vidido en três trozos, uno se fija
en formol ai 10%, otro se coloca
en solución fisiológica estéril y el
tercero en solución fisiológica es-
téril más antibióticos (cloramfeni-
col 100 ug/ml). Esta ultima par-
te será útil para el examen mico-
lógico en el caso que se trate de
un micetoma maduromicósico y
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In anterior se empleará para el
estúdio de Actinomycetales.
Una vez llegado el material ai
laboratório deben extraerse de los
fragmentos de tejido no fijados,
Ia mayor contidad de granos po-
siblc. Son particularmente útiles
los de Ia profundidad pues no es-
tá contaminados con bactérias y
poscen mayor víabilídad, ya que
es frecuente que los granos de Ias
zonas periféricas de Ias fístulas
cstén mucrtos.

Los granos, una vez separados,
scrán examinados ai estado fres-
co entre porta y cubreobjeto con
una gota de azul lactofenol o hi-
dróxido de potasio ai 20% o,
simplesmente, agua destilada.

Si en este examen preliminar
se observaran filamentos gruesos
de un hongo verdadero con cla-
midosporos, se trata de un mice-
toma maduromicósico y debe ser
estudiado como tal. Si, por el
contrario, se observaran filamen-
tos finos de l u, ramificados, de-
bc efectuarse três frotis con los
granos aplastados y realizar co-
loraciones de Gram, Ziehl —
Neelsen común y Ia modificación
de Kinyoun.

Este procedimiento permite
confirmar que se trata de un Ac-
tinomycetal y de acuerdo a su aci-
do-resístencia puede tonarse una
idea si el agente en cuestión es
una Nocardin (acido-resistente) o
un Streptomyces (no acido-resis-
tente) .

b) Técnica de estúdio de los
mlcetomas maduromicósicos

El estúdio de los granos tieno
gran valor y debe comprender: a)
examen macroscópico: forma, co-
lor, dimensioines y consistência;
b) examen macroscópico ai estado

fresco: forma y diâmetro de los
filamento, forma, tamano, fre-
cuencia y distribución de los
clamidosporos y presencia o
no de cemento intercelular; c)
examen microscópico de los cor-
tes histopatológicos, se tendrán
en cucnta los elementos ya enun-
ciados, en coloraciones de hema-
toxilina-eosina, P.A.S. y otras
técnicas especiales.

Para los cultivos se separan los
granos, levándolos luego 5 ó 6
veces cn solución fisiológica es-
téril adicionada de antibióticos
antibacterianos. Terminado el
último lavado se los deja en solu-
ción fisiológica con antibiótico
durante una noche en Ia heíade-
ra.

Al dia siguiente se procede a
sembrar un total de 50 granos o
más, depositando 6 en cada tubo
con médio de cultivo adicionado
de antibióticos.

Los médios empleados para el
aislamiento de los hongos produc-
tores de micetomas maduromicó-
sicos son: Sabouraud glucosado o
miei, Czapek, agar-papa-zanaho-
ria y agar-extracto de suelo.

La incubación se efectua a 28°
y 37°C.

Una vez obtenido dei desarrollo
en colónias puras deben exami-
narse los siguientes caracteres pa-
ra su correcta classificación:

1) Caracteres macromorfológi-
cos: colónias gigantes en médios
de Sabouraud glucosado y Cza-
pek, caracteres dei crecimiento en
médios de Sabouraud líquido.

2) Estúdios micromorfológicos:
examenes de preparaciones reali-
zadas por disociación y en micro-
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cultivos a partir dei desarrollo en
los cuatro médios de cultivo men-
cionado en Ia parte de aislamien-
to.

3) Determinación de Ia tempe-
ratura óptima de desarrollo.

4) Estúdio de Ia acción proteo-
lítica: siembras en médio de Sa-
bouraud gelatino, médio de suero
coagulado de Loeffler (semejante
ai utilizados para Corynbactrium)
y leche.

5) Auxanograma de nitrógeno:
se empleará como médio básico
el aconsejado por Lodder para el
estúdio de los hongos levadurifor-
mês, Ias diferentes fuentes de ni-
trógeno son adicionadas en solu-
ciones ai 2% . El desarrollo será
controlado a los 5, 15 y 30 dias.

6) Auxanograma de carbono:
tambén en este caso se utiliza el
médio aconsejado para tal fin en
los hongos levaduriformes, Ias
fuentes carbonadas son adiciona-
das en soluciones el 20% .

7) Hiarólisis de almidón: sem-
brar Ia cepa aislada en médio de
auxanograma de carbono con
20/00 de almidón soluble, Ia hi-
drólisis se verifica por el agregado
de Ia solución de lugol empleada
en coloración de Gram.

La determinación de Ia acción
patógena en anímales de experi-
mentación no es necesaria para Ia
clasificación de estos hongos.

c) Técnica de estúdio de los
micetomas por Nocardias y Strep-
tomyces.

Estúdio macro morfológico de
los granos, forma, tamano color
y consistência.

Estúdio micromorfológico en
frotis realizados a partir de los
granos aplastados mediante colo-
raciones de Gram y Ziehl-Neel-
sen modificada por Kinyoun.

Fórmula de Ia carbol-fucsina de
Kinyoun:

Fucsína básica 4 gr; cristales
de fenol 8 gr; alcohol de 95% 20
ml y agua destilada 100 ml.

La coloración se efectua con
Ia carbol-fucsina sin calentar de-
jándola 3 minutos, Ia decolora-
ción se obtiene con una solución
ai l % de acido sulfúrico y Ia co-
loración de contraste con azul de
metileno ai 1% durante médio
minuto.

Tanto Ias Nocardias como los
Streptomyces son gram-positivos
y solamente Ias primeras son par-
cialmente acido-resistente,

Los examenes micromorfoló-
gicos de los granos deben ser
completados mediante su observa-
ción en preparaciones histopato-
lógicas lenidas con hematoxilina-
cosina y alguna de Ias técnicas de
Gram y Ziehl-Neelsen para teji-
dos.

Para Ia obtención de cultivos
se separan los granos, lavádolos
5 a 6 veces en solución fisiológica
o agua destilada estéril sin cl
agregado de antibióticos.

Luego se procede a sembrar 6
a 8 granos por tubo, procurando
que su números total no sea infe-
rior a 50 granos.

Los médios más aconsejados
para el aislamiento de estos mi-
croorganismos son Lowenstein-
Jensen, agar caldo con 5% de
glicerina y.agar-glucosado de Sa-
bouraud sin antibióticos. Debido
ai lento desarrollo de algunos
Streptomyces se aconseja cerrar

I
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los tubos con tapón de goma y
parafinados. La incubación se
efectua tanto a 28° como a 37°C;
los cultivos deben permanecer
bajo observación por Io menos 2
meses antes de descartados como
negativos.

Una vez que se han obtenido
cultivos puros, se aconseja reali-
zar los siguientes estúdios para Ia
classificación final de Ia cepa ais-
lada.

a) Cultivos en gota pendiente,
utilizando para ello porta-objetos
escavados y cubreobjetos esterili-
zados, el médio de cultivo será
caldo-glicerinado ai 5% .

Tiene por objeto demonstrar Ia
presencia de micelio ramificado,

b) Comprobación de Ia acido-
resistencia, se efectua por Ia téc-
nica de Kinyoun ya descripta.

c) Hidrolisis de Ia caseina: de-
ben sembrar Ia cepa aislada en
agar-leche por estria y comprobar
si se forma o no un halo claro de
hidrólísis de Ia caseina alrededor
de Ia colónia.

El agar-leche se prepara mez-
clando en caliente partes iguales
de agar-agua ai 3% esterilizado
y leche descremada estéril. La
esterilización de ambos se efectua
en autoclave a 120°C 20 minu-
tos.

d) Desarrollo en agua gelatina-
da ai 4 o/oo.

e) Disolucíón de los cristales
de tirosina, xantina e hipoxanti-
na. Se emplea agar-caldo ai que
se lê adiciona una suspensión
densa de los cristales de tirosina,
xantina e hipoxantina; distribu-
yéndolos en cajás de Petri por se-
parado .

f) Prueba de ureasa. Emplean-
do el siguiente médio:

Urea 5 gr.
Rojo fenol 0,0012 gr.
Agua destilada ..c.s.p. 100 ml.

Esterilizar por filtración. Lec-
tura a Ias 2 ó 3 horas. El viraje
hacia el color violeta indica rea-
cciórt positiva.

g) Actívidad proteolítica. Sem-
brar Ia cepa aislada en médio de
Sabouraud o caldo-gelatinado ai
12%.

h) Actividad amilolítica. Sem-
brar en agar-caldo adicionado de
almidón soluble ai 2 0/00. Luego
de obtenido el desarrollo se com-
prueba Ia hidrolisis dei almidón
volcando lugol sobre Ia superfície
dei médio de cultivo.

i) Acción patógena para el co-
bayo. Inocular 2 cobayos por
cada cepa, con una suspensión
densa de microrganismos en agua
destilada adicionada de igual vo-
lúmen de mucins gástrica ai 5% .
La inoculación se realiza por via
peritoneal y los animales son sa-
crificados a Ias 2 y a Ias 4 sema-
nas.

Diagnóstico de Ia Actinomicosis
Obíención dei material:

De preferecia debe hacerse por
punción, con jeringa y aguja esté-
riles, de un abceso cerrado a fin
de reducir ai mínimo Ia contami-
nación bacteriana. En caso con-
trario se aspirará el material pu-
rulento de Ias fístulas.

En el caso de Ia actinomicosis
torácica no fistulizada, se realizará
lavado bronquial o broncoaspira-
cíón a fin de evitar errores de
diagnóstico por los Actinomyces
que existen habitualmente en Ia
boca.

Ricardo Negroni — Normas para el diagnostico de laboratório... 13

Lãs piezas quirúrgicas serán re-
mitidas en recipientes estériles y
sín el agregado de antibióticos.

Nunca debe enviarse un mate-
rial para el diagnóstico de actino-
micosis en solución fisiológica
con antibióticos antibacterianos
porque los Actnomyces son sensi-
bles a ellos.

Examen de los granos

El material recibido debe vol-
carse en una cajá de Petri estéril
colocada sobre un azulejo negro,
de esta forma se visualizan y ais-
lan los pequenos granos blanco-
amarillentos.

Estos son aplastados entre os
protaobjetos, se realizan dos ex-
tendidos, fijándolos y colorando-
los por los métodos de Gram y
Ziehl-Neelsen (Kinyoun).

Los Actinomyces son gram-po-
sitivos y no acido-resistentes.

Para Ia obtención de cultivos
puros se lavan los granos 5 a 6
veces en agua destilada estéril a
fin de reducir Ia contaminación
bacteriana. Después dei último
lavado se los aplasta con una pi-
peta Pasteur contra Ia pared dei
tubo, sembrándolos luego por di-
lución de agar blando:

Agua de carne 100 ml.
Hidrolizado de caseína . . . . l gr.
Cloruro de sódio 0,5 gr.
Estrato de levadura ....... 0,5 gr.
Glucosa l gr.
Agar 0,5 gr.

Debe corregirse a pH 7. Se
esteriliza a 115°C 20 minutos,
distribuyendo en columna a razón
de 10 a 12 ml. por cada tubo de
ensayo.

Antes de sembral el material
se lleva los tubos a bano maría
hirviente durante 15 minutos a
fin de expulsar el oxigeno.

La incubación se realiza a
37a C.

El estúdio de Ia cepa aislada
para su diagnóstico final requiere
los seguientes pasos:

a) Examen de los caracteres
macro y micromorfológicos de los
cultivos en médios sólidos, sobre
cajá de Petri, después de 48 horas
y 10 dias de incubación a 37°.C.

Para tal fin se colocan Ias cajás
de Petri dentro de câmara de
anaerobiosis. El médio empleado
es el siguiente:

Infusíón de cérebro y co-
razón 4 gr.
Hidrolizado de caseina .. 4 gr.
Extracto de levadura ... 5 gr.
Dextrosa 5 gr,
Agar 18 gr.
Agua destilada l. 000 ml.

Disolver los componentes, cor-
regir a pH 7. Repartir en tubos
a razón de 15 ml cada uno. Es-
terilizar a 115°C durante 20 mi-
nutos en autoclave.

b) Requerimiento de oxigeno.

Deben sembrar en los médios
ya mencionados y se los incuba a
37°C en aerobiosis, en câmaras
de anaerobiosis con capbógeno
(Nitrógeno 95% + 596 de CO2)
y en aerobiosis co 10% de CO2
producido por el método de Ia
vela.

c) Reducción de nitratos a nl-
tritos.

Se siembra en un médio básico
semejante ai que se prepara para
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cajá de Petri pêro sin agar y con
el agregado de l % de NO3. Una
vez obtenido el desarrollo Ia pre-
sencia de nitritos se determina en
Ia forma habitual mediante cl
agregado de solución de acido
sulfamílico y dimetil — 2 — naf-
tilamina.

La anaerobíosis se crea colo-
cando arriba dei tapón de algodón
de cada tubo 5 gotas de solución
de pirogalol (acido pirogálico 100
gr + agua destilada 150 ml) e
igual cantidad CO2 Na2 ai 10%,
cerrando el tubo con un tapón de
goma.

d) Hidrólisis de Ia gelatina.

El médio empleado es scmejan-
te ai propuesto para cajás de
Petri reemplazando el agar por
100 gr de gelatina. El médio se
distribuye en tubos a razón de 8
ml cada uno y Ia anaerobiosis se
obtiene en Ia misma forma que

e) Frueba de leche tornasolada.

Se realiza en Ia forma habitual
en bacteriologia, creando Ia anae-
robiosis mediante tapones de al-
godón embebidos con pirogalol-
carbonato de sódio.

f) Hidrólisis dei almidón.

El médio empleado es semejan-
te ai propuesto para cajás de Pe-
tri reemplazando Ia dextrosa por
5 gr. de almidón soluble. Se dis-
tribuye a razón de 8 ml cada tu-
bo obteniendo Ia anaerobiosis
mediante Ia mezcla de pirogalol
y carbonato de sódio. La siembra
se hace en estria y Ia lectura se
realiza agregando a Ia superficie

dei médio solución de lugol. En
caso positivo aparece un halo
claro alrededor de Ia colónia.

g) Prucba de catalase.

Tomar un trozo dei desarrollo
en médio sólido, colocar sobre un
portaobjeto y agregar unas gotas
de agua oxigenada fresca. Exa-
minando bajo el microscópio con
óptica seca de pequeno aumento.

La aparición de burbujas indi-
ca resultado positivo.

h) Fermentación de azúcares.

El médio básico empleado es
el siguiente:

Infusión de cérebro y co"
razón 25 gr.
Hidrolizado de caseína .. 4 gr,
Extrato lê levadura 5 gr.
Bromocresol púrpura ....

ai 0,04% 15 ml
Agua destilada 1.000 ml

Disolver los componentes, cor-
regir a pH 7. Distribuir a razón
de 5 ml por cada tubo, colocar
dentro un tubo de Durham inver-
tido. Cerrar con tapón de algo-
dón. Esterilizar en autoclave a
120°C 15 minutos. Adicionar
soluciones de azúcares esteriliza-
dos por filtración para obtener
una concentración final dei 0,5%.
Los azúcares empleados son: glu-
cosa, xilosa, manitol, rafinosa, al-
midón y glicerol. La anaerobiosis
se obtiene por tapones con Ia
mezcla pirogalol carbonato de
sódio.

i) Acción patógena en el harns-
feer,

Inoculando animales de 4 se-
manas de edad por via intraperi-
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toneal con una suspensàón densa
dei cultivo en solución fisiológica
estéril.

La comprobación de esta pro-
priedad no es indispensable para
su clasificación.

Diagnóstico de Ias micosis opor-
tunistas

Estas son afecciones producidas
por hongos que habitualmente se
comportan como saprófitos o co-
mensales dei hombre, formando
parte de su flora normal en el in-
testino, boca o árbol traqueobrón-
quio o hallandose como saprófitos
en el suelo o el aire. Estos mi-
croorganismos aprovechan Ias
oportunidades que lês oferece el
huesped, por disminución de sus
defensas locales o generales, para
invadir sus tejídos, produciendo
alteraciones patológicas que pue-
den incluso causarle Ia muerte.

Estas micosis son de distribu-
ción geográfica universal y Ias
causas predisponentes más fre-
cuentemente implicadas son: 1)
diabetes sacarina; 2) linfomes ma-
lignos; 3) leucemias; 4) neopla-
sias; 5) discrasias sanguíneas gra-
ves; 6) tratamientos con antibió-
ticos, corticoides, citostáticos y
radiaciones.

Lãs micosis oportunistas ofre-
cen serias dificuldades de diag-
nóstico, pues, a diferencia de los
hongos patógenos primitivos, el
aislamieto de estos hongos en Ia
mayoría de los materiales huma-
nos no tiene de por si valor diag-
nósticoj Lá única evidencia incon-
trovertible es su haílazgo, por
exámenes hístopatológicos y cul-
tivos, en Ias piezas de autopsia.
Debemos recordar por Io tanto

que estas deben ser divididas pa-
dara fijar una parte en formol y
dejar el resto en recipientes esté-
riles, a fin de efectuar los estú-
dios micológico y bacteriológico.

Sin embargo durante el curso
de Ia enfermedad podemos tener
una orientación diagnóstico basa-
da en los siguientes elementos clí-
nicos y de laboratórios:

1) El haílazgo repetido dei
hongo en exámenes microscópi-
cos directos de los materiales ob-
tenídos de Ias lesiones con Ia má-
xima asepsia y, sines posible, el
estúdio histopaíológico para do-
cumentar Ia invasión de los tejidos
por dicho hongo.

2) La confirmación repetida de
su presencia en cultivos, así como
su exacta clasíficación mediante
el estúdio de sus propriedades
morfológicas y bioquímicas.

3) Demonstración de antícuor-
pos específicos frente a los antí-
geno preparados con el hongo
aislado, mediante pruebas cutâ-
neas y serológicas.

•'^jVReconocimiento de uno de
los factores predisponentes antes
mencionados que facilita Ia inva-
sión dei hongo.

5) La respuesta favorable ai
tratamiento antifúngico. La re-
producción de Ia enfermedad en
animales de experimentación está
desprovista de todo valor prác-
tico, pues no es el aumento de Ia
patogenicidad dei gérmen, sino Ia
caída de Ias defensas dei huesped
Io que determina Ia aparición de
estos procesos,
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Diagnóstico de Ias Candidiasis
diseminadas y viscerales.

Septicemia? por Cândida:

El diagnóstico se efectua por
Ia comprobación en dos o más
hemocultivos positivos para Ia
misma espécie dei género Cândi-
da y Ia demostración de anticuer-
pos específicos mediante pruebas
serológicas.

Los hemocultivos deben ser ob-
tenidos durante el pico febril con
Ias condiciones máximas de asep-
sia. Se empleará jeringa esterili-
zada a seco con unas gotas de he-
parina, Ia desinfección de Ia piei
debe ser efectuada con alcohol
yodado. Debe extraerse 15 a 20
ml. de sangre los que serán sem-
brados en caldo nutricio, de Ia
misma forma que se procede pa-
ra efectuar un hemocultivo para
bactérias.

El médio recomendado es el
siguiente:

Caldo para hemocultivo:

Caldo de carne l. 000 ml.
Hidrolízado de caseína .. 10 gr.
Cloruro de sódio 5 gr.
Glucosa 10 gr.
Agar l gr.

Distribuir en balones a razón
de 100 ml cada uno, ajustar a pH
7 y esterilizar a 120°C 20 minu-
tos.

Sembrar los 20 ml de sangre
heparinizada en un balón, incubar
a 37°C y examinar diariamente.

Lãs colónias de Cândida apa-
ren habitualmente en el fondo dei
recipiente, pegadas a los glóbulos
rojos, en forma de copos blanque-
cinos.

Debe extraerse una de esas co-
lónias con pipeta Pasteur, exami-
naria microscopicamente entre
porta y cubreobjeto, anotando Ia
presencia de elementos levadurí-
formes y seudomicelio en caso
positivo.

Se procede luego a sembrar
por diseminación una placa de
Petri con médio de agar-miel o
agar-glucosado de Sabouraud, a
fin de obtener colónias separa-
das. Después de 48 horas de in-
cubación a 37°C se toma con an-
sa una de Ias colónias aisladas,
sembrando dos tubos de agar-miel
de Sabouraud y a partir de ellos
se efctuará todo el estúdio cor-
respondiente para clasificar a un
hongo levaduriforme.

Estúdio de los hongos levaduri-
formes.

Caracteres morfológicos:

a) Formación de seudomicelio
y clamidosporos.

Sembrar haciendo una incisón
en médios de Czapeck y agar-pa-
pa-zanahoria más 15% de bílis
estéril.

Médio de papa-zanahoria-bilis:
pulpa de zanahoria 20 gr, pulpa
de papa 20 gr, agua 1.000 ml.
Hacer macerar durante l hora,
hervir 5 minutos, filtrar, agregar-
le 20 gr de agar, fundir, repartir
y esterilizar 120°C 15 minutos.

Agregar a este médio 15% 'e
bilis estéril.

Incubar a 37°C y examinar a
Ias 48 horas y a Ia semana.

b) Formación de endosporos.

Sembrar en médio de Gorodko-
wa. Peptona 10 gr; extracto de
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carne 10 gr; gjucosa 2,50 gr;
cloruro de sódio 5 gr, agar 20 gr;
agua destilada l. 000 ml. Ajustar
a pH 7. Esterilizar a 120°C du-
rante 20 minutos.

Incubar a 28°C durante l mês.

c) Formación de tubos germi-
natívos.

Sembrar abundantemente l tubo
de hemólisis esterilizado que con-
tenga l cm3 de plasma estéril e
incubar a 37°C durante 2 horas

d) Desarrollo en meio líquio.

Sembrar en meio e Sabouraud
glucosado sin agar o en mosto,
incubar a 37°C y anotar a Ia se-
mana Ia formación de depósito,
anillo ó película.

e) Dimensiones.
Tomar un ansa dei desarrollo

en médio líquido después de 3
dias de íncubacíón y, mezclar,
sobre un portaobjeto d"esengrasa-
do, con l gota de tinta china di-
luída y proceder luego como para
hacer un frotis de sangre. Dejar
secar, fijar a Ia llama de un me-
chero y examinar con óptica de
inmersión. Lãs dimensiones se
toman con ocular micrometrado
debidamente calibrado.

f) Colónia gigante en agar-glu-
cosado de Sabouraud.

Sembrar en el centro de una
placa de Petrí, incubar durante 15
a 20 dias a 28°C.

Caracteres bioquímicos:

a) Zimograma. Es el estúdio
de Ias propriedades fermentativas
sobre hidrates de carbono.

El médio básico empleado es
el agua de levaduras con albumi-
na, adicionado de indicador de
Andrade para detectar Ia forma-
ción de ácidos.

Para preparar el agua de leva-
duras se suspenden 200 gr. de
levadura prensada en l litro de
agua destilada, se bate bien con
una varilla, agregándole luego l
gr. de albumina de huevo dese-
cada. Llevar ai autoclave a 120°
durante 10 minutos. Filtrar por
algodón, corregir a pH 7 y adici-
narle el indicador de Andrade (2
ml por cada 100 ml de médio).
Repartir en tubos finos a razón de
1,8 ml cada uno y esterilizar a
115°C durante 15 minutos.

Para realizar el zimograma se
necesitan soluciones ai 20% de
seis azúcares (glucosa, galactosa,
lactosa, maltosa, sacarosa y rafi-
nosa) esterilizadas por filtración
en filtros Seitz o por bujía.

Agregar 0,2 ml de dichas so-
luciones a cada tubo de agua de
levaduras y llevarlos a banc-maría
hirviento durante 10 minutos a
fin de expulsar el oxigeno.

Dejar enfriar, sembrar con el
hongo a estudiar y luego cubtir
con una mezcla fundida de l par-
te de vaselina líquida y 5 de para-
fina fusible a 55°C. De esta ma-
nera se forma un tapón que será
desplazado hacia arriba por Ia
formación de gases en casos de
fermentación positiva.

La incubación se efectua a 37°
C y resultado es anotado a Ia
semana o a los 10 dias.

b) Auxanograma de los hidra-
tes de carbono. Este procedi-
miento permite demostrar Ias pro-
priedades de asimilación de Ias
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diferentes fuentes carbonadas que
posee una determinada levadura.

El médio básico empleado es
el siguiente: Sulfato de amónio
0,5 gr, fosfato monopotásico 0,1
gr, sulfato de magnésio 0,05 gr,
agar lavado 2 gr. y agua destila-
da c. s. p. 100 ml. Mezclar, fun-
dir y distribuir en tubos a razón
de 15 ml de médio en cada uno.
Esterilizar en autoclave a 120°C
durante 15 minutos. Para reali-
zar el estúdio auxanográfico se
funde un tubo en bano- maría,
se Io deja enfriar a 48°C sem-
brándolo densamente con Ia le-
vadura a estudiar y se Io vierte
en una placa de Petri. Una vez
solidificado se Io pone a secar en
una estufa de 37°C durante 10
minutos y luego se realizan seis
orifícios con un sabocados flamea-
do. Estas cavidades son llenadas
con Ia mismas soluciones de azú-
cares empleadas en el zimogra-
ma.

La incubación se hace a 28°C
durante 4 dias, ai cabo de los
cuales se anota como positivo
aquél azúcar que presente un ha-
lo opaco, de intenso desarrollo a
su alrededor.

c) Utilización dei alcohol etí-
lico: Para esta deter min ación,
debe emplearse el mismo médio
que para auxanograma de carbo-
no pêro sin agar, se distribuye n
tubos con 5 ml cada uno, agre-
gándole en el momento de reali-
zar el estúdio, alcohol etílico ab-
soluto hasta Ia concentración fi-
nal dei 3% .

Se Io siembra con el hongo en
estúdio, observándose a Ia sema-
na de incubación a 28°C si pre-
senta desarrollo o no.

d) Auxanograma de fuentes
nltrogenadas: Se preparan solucio-
nes ai 2% de peptona, urea, sul-
fato de amónio y nitrato de po-
tasio y nitrato de potasio y se Ias
esteriliza por filtración.

El médio básico empleado es:
glucosa pura 2 gr, fosfato rrtono-
potásio 0,1 gr, sulfato de magné-
sio 0,05 gr, agar lavado 2 gr. y
agua destilada c. s. p. 100 ml.

La forma de siembra y lectura
es semejante a Ia ya descripta pa-
ra el auxanograma de carbono.

El nitrato de potasio es Ia
fuente de mayor interés taxonómi-
co, pudiendo realízarse este es-
túdio solo con ella y sulfato de
amónio como control.

e) Acción sobre Ia leche torna-
solada: Se emplea Ia leche tor-
nasolada usual en los exámenes
bacteriológicos, anotando a Ia
semana si ha habido câmbios o
nó (modjficaciones de color, coa-
gulación, digestíón dei coagulo
etc.),

f) Prueba de ureasa: su proce-
dímiento ya fué descripto ante-
riormente .

g) Hidrolisis de Ia arbntina: El
médio básico es agua de levadu-
ras con 2% de agar y 0,5% de
arbutina. Se adiciona una gota
de solución de cloruro de hierro
ai 3% para cada 15 ml de agar
fundido y se vuelca en una cajá
de Petri.

Sembrar en estria. La hidróli-
sis se demuestra por Ia apariclón
de una coloración parda alrede-
dor de Ia colónia.

La clasificación completa de-
manda pues, l mês, plazo que no
puede ser esperado para tomar
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una decisíón respecío ai trata-
miento dei paciente.

Adoptamos como regia consi-
derar que el enfermo padece una
septicemia por Cândida cuando
presente cuadro séptico, dos o
más hemocultivos positivos (ob-
tenidos con Ia técnica indicada)
y reacciones de fijacíón de com-
plemento e inmunodifusión en gel
de agar positivas con antígenos
endocelularejí de Cândida. Inde-
pendientemente se inicia el estú-
dio completo de los hongos ais-
lados de los diferentes hemocul-
tivos a fin de determinar si es el
mismo.

Preparación de antígeno de Cân-
dida para reacciones serológicas:

Sembrar dos cepas de Cândida ai-
bícans en médio de agar caldo
glucosado ai 1%, distribuído en
botellas de Roux. Incubar a 37°
C durante 48 horas y suspender
el desarrollo en solución fisioló-
gica estéril con parla de vidrio.
Los elementos levaduriformes son
lavados 3 veces en solución fisio-
lógica estéril y suspendidos final-
mente en Ia misma solución a ra-
zón de 250 mg. de peso húmedo
por mililitro.

La raptara de Ias células se
efectua en una aparato Solvall
Ribí Cell fractionator a 20.000
libras de presión o en aparatos de
ultrasonidos. Se separa el sobre-
nadante por centrifugación a 5000
r.p.m. durante media hora, fil-
tradolo luego por papel de filtro
mojado en agua destilada y adi-
cionándole mertiolato borato de
sódio ai 1/10.000 como conser-
vador .

Este antígeno es empleado pu-
ro para Ias pruebas de inmunodi-
fusión y diluído 1/20 para Ias de
fijación de complemento.

El diagnóstico de Ias endocar-
ditis por Cândida es realizado en
Ia misma forma que para Ias sep-
tícemias. En el diagnóstico de
Ias candidiasis pulmonares de-
ben tenerse en cuenta los siguien-
tes elementos: 1) presencia reite-
rada dei hongo en los exámenes
directos, en especial si se Io obser-
va ai estado de seudomicelios y en
el material obtenído por broncoas-
piración; 2) desarrollo de abun-
dantes colónias en los cultivos y
comprobar que el hongo aislado
es siempre dei mismo género y
espécie (tiene particular impor-
tância Ia espécie Cândida albi-
cans, que puede ser identificada
por procedimientos morfológicos,
formación de tubos germinativos
y clamidosporos, en 48 a 72 ho-
ras); 3) comprobación de reaccio-
nes serológicas positivas; 4) au-
sência de toda otra etiologia que
pueda explicar el cuadro clínico
dei paciente y 5) mejoría con el
tratamiento específico.

Técnica dei recuenío de colónias
en el material de esputo y lavado
bronquial: Digerir dichos mate-
riales con una solución con una
solución estéril de tripsina ai
0,25%, durante l hora a 37°C.

Centrif ugar 2.000 r. p. m.
durante 10 minutos y examinar
microscopicamente el sedimento
entre porta y cubreobjeto con
óptica seca fuerte. Si se observa
Ia presencia de elementos levadu-
riformes o seudomicelio, se pro-
cede a diluir el sedimento ai
1/10 ó 1/100 en agua destilada,



22 Rev. Pat. Trop. (3): l — Janeiro/M arco, 1974

en caso contrario se procede a
sembrar el material puro,

Sembrar un asa calibrada de
10 mg de peso húmedo en una
placa de Petri de agar-miel con
100 ug/ml de cloranfenicol y di-
semínar con espátua. El recuen-
to de colónias se efectua después
de 3 a 6 dias de incubación a
28°C.

De Ia misma forma puede pro-
cederse para otros exudados y
para recuento de colónias en 01 -
na, solo que en este último caso
Ia homogenización no se efectua.

Técnica de recuento de colónias
de Cândida en matérias fecales:
Recoger matéria fecal, separada
de orina, con una cuchara previa-
mente flameada en alcohl y co-
locar el volúmen de una cuchara
previamente flameada en alcohol
y colocar el volúmen de una cu-
charada en un frasco estéril de
boca ancha y tapa esmerilada.
Remitirlo Io antes posible ai la-
boratório y si vá a tardar más de
2 horas, refrigerarlo. En el la-
boratório, se lê adicíonan dos vo-
lúmenes de acido cítrico ai 10%,
para eliminar Ia flora bacteriana,
dejando Ia muestra así tratada
durante 24 horas en Ia heladera,
seguidamente se procede a ho-
mogenizarla con una varilla esté-
ril y a filtraria por doble gasa.
El filtrado se recoge en un tubo
de centrífuga y se Io centrífuga a
2.000 r .p .m. durante 10 mi-
nutos, eliminando, luego, los más
completamente posible, el líquido
sobrenadante.

El sedimento es examinado
microscopicamente entre porta y
cubreobjeto con una gota de agua
destilada o de Lugol, Si acusa Ia

presencia de elementos levaduri-
formes o seudomicelios, es un ín-
dice de aumento anormal de Ia
flora micológíca y debe diluirse
para Ia siembra.

Para el recuento se procede a
sembrar una cajá de Petri de
agar-miel de Sabouraud en Ia
misma forma ya referida para el
esputo y demás secrecionas.

Se considera normal hasta
5.000 colónias de Cândida por
gramo de matéria fecal. El au-
mento de colónias tiene impor-
tância para el diagnóstico de Ias
gastroenteritis moniliasicas y co-
mo serial de alarma para prever
Ia posibilidad de una micosis
oportunista.

Diagnóstico de Ias aspergillosis
broncopulmonares: Debe quedar
bien establecido que el aislamien-
to de una espécie dei género As-
pergíllus en cultivos de esputo o
lavado bronquial, no tiene, por si
sola, valor diagnóstico de enfer-
medad micótica. Pêro Ia obten-
ción de cultivos positivos a par-
tir de piezas quirúrgicas, de pun-
ciones pulmonares transparietales
o de contenido pleural, tiene va-
lor diagnóstico absoluto, pues en
estes materiales no se los eocuen-
tra como contaminantes.

Guando existe un verdadero as-
pergilloma, no siempre el agen-
te causual está presente en Ias
secreciones bronquiales o en el
esputo, sea porque Ia cavidad que
Io contiene no posee comunica-
ción con brônquio o está se pre-
senta obturada por secreciones o
el aspergilloma no libera bifas ni
esporos y otras veces estos ele-
mentos carecen de vitalidad.
Por Io dicho anteriormente noso-

Ricardo Negroni — Normas para el diagnostico de laboratório... 23

tros preferimos el examen de
muestras seriadas de esputo, ob-
tenidas cada 2 ó 3 dias en lugar
dei lavado bronquial que dificil-
mente puede ser repetido.

El material de espectoración
debe recogerse en ayunas luego
de una cuidadosa higiene bucal y
será examinado dentro de Ias 2
ó 3 horas de obtenido.

En el examen de Ias prepara-
ciones ai estado fresco, entre
porta y cubreobjeto con una gota
de solución fisiológica estéril,
pueden observar-e, en los casos
positivos fragmentos de bifas ta-
bicadas, a veces con ramificacio-
nes, de paredes gruesas y refrin-
gentes, coni algunas inclusiones
de grasa en su citoplasma. Solo
en raras oportunidades se vê el
esporóforo completo que permite
Ia indentificación total de hongo
por el simple examen directo.
Es aconsejable realizar Ia obser-
vación en fresco, montando otras
preparaciones con lacto-fenol o
potasa ai 20% para observar me-
jor los filamentos.

Los cultivos deben efectuarse
en diversos médios, se recomien-
dan, el de Sabouraud glucosado o
con miei, el agar caldo de hígado
con glucosa y vitamina BI y el
médio de Czapeck. Se siembran
4 a 6 tubos por cada material los
que serán incubados a 28°C y
37°C, recordando que esta últi-
ma es Ia temperatura óptima de
crescimiento dei A. Cumigatus,
pudiendo observarse colónias ya
ai 2° ó 3° dia de incubación.

La obtención de cultivos puros
de A. bimigatus u otras espé-
cies dei género, con colónias muy
abundantes, en reiteradas mues-
tras de esputo, especialmente si

una o más de ella han presentado
fragmentos de hifas en el examen
microscópico ai estado fresco,
tiene un valor diagnóstico de im-
portância .

Lãs piezas de resección quirúr-
gica deben ser partidas, una por-
ción será enviada en solución fi-
siológica estéril para el examen
micológico y Ia otra, en formol,
para el histopatológico.

La parte enviada para el exa-
men micológico debe ser grande,
luego será fragmentada en trozos
muy pequenos y sembrada en 6
a 10 tubos de los médios ya men-
cionados .

Se han comprobado aspergillo-
mas muertos.

Reacciones serológicas.

Antígenos micelial:

Sembrar una suspensión densa
de esporos en médio de Czapeck
Dox líquido, envasado en frascos
de Erlenmeyer de 300 ml. conte-
niendo 150 ml de médio cada
uno. Los frascos sembrados son
incubados en agitador rotatório a
razón de 90 ciclos por minuto, a
37°C. de temperatura y durante
4 dias. Luego el micelío es sepa-
rado por filtración a través de
dos capas de papel de filtro y
se Io suspende en agua destilada
a razón de 200 mg de peso hú-
medo por ml. La suspensión es
homogeneizada en un aparato tis-
sue Grinder n° 4288 E. y luego
tratada con ultrasonidos median-
te dos "Schocks" de 15 minutos
cada uno.

El líquido sobrenadante es se-
parado por centrifugación a 5.000
r.pm. durante 15 minutos y adi-
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cionado do mertiolato — borato
de sódio como conservador.

Este antígenos es útil para
pruebas de inmunodifusión e in-
munoelectroforesis, pêro resulta
anticomplementario para Ia rea-
cción de fíjación de complemen-
to.

Antígeno metabólico:

Se prepara de Ia misma forma
que los antígenos de micosis sis-
témicas para serología.

Para Ia prueba de fijación de
complemento es utilizado en Ia
dilución 1/4 y para Ias reaccines
de inmunodifusión e inmunoelec-
troforesis se Io concentra 10 veces
por evaporación.

Debido a que poseen poços
antígenos comunes, para el diag-
nóstico serológico, deben utilizar-
se antígenos preparados con A,
fumigatus A. niger, A. nidulans
y A. flavus.

Lãs proebas de fijación de com-
plemento e inmunodifusión en gel
de agar son realizadas con Ia mis-
ma técnica que fué descripta para
micosis sistémicas.

Reacción de inmunoelectroforesis:

Como sustrato se utiliza agar
Noble (Difco) ai 3% en agua des-
tilada, ai cual se lê adiciona, en
el momento de ser usado, igual
volúmen de una solución "buffer"
de veronal ph 8,6 fuerza ionica
0,05 M, de manera que Ia con-
centración final dei agar es dei
1,5%.

Lãs corridas se efectua sobre
porta objetos de 7,5 x 2,5 cm los
que son cubiertos por 4 ml. de
agar cada uno. Debe prepararse

un esquema con una canaleta
central y dos orifícios periféricos.
En los últimos se siembran 25 (u)
de antígeno (partes iguales de an-
tígeno (partes iguales de antíge-
no metabólico y miceltar) y en
Ia canaleta central 100 (u) dei su-
ero a estudiar. El suero debe adi-
cionarse después de haber reali-
zado Ia corrida electroforética dei
antígeno en una solución "buffer"
de veronal pH 8,6 fuerza ionica
0,05 M, con corriente contínua a
razón de 5 miliamperios por cada
portaobjeto, durante 2 horas.

Lãs placas se dejan en câmara
húmeda durante 24 horas, luergo,
se Ias lava en solución fisiológica
durante 3 dias , se secan en es-
tufa de 37°C y son coloreadas
con Amido Schwartz.

Identíficación de Ia espécie de
Aspergillus.

Deben tenerse en cuenta los
siguientes caracteres:

Examen macromorfológico de
colónias gigantes en médio de
Czapeck-Dox; estúdio micromor-
fológico con descripción dei mice-
lio vegetativo (forma y dimensio-
ns), morfologia y dimensiones dei
micelio vegetativo (forma y di-
mensiones), morfologia y dimen-
siones dei esporóforo, vesícula as-
pergillar, esterigmas y esporos y
examen de Ia fructificación sexua-
da si Ia presenta.

El estúdio de Ia acción patóge-
na experimental para palomas y
conejos no es indispensable para
Ia clasificación.

Diagnóstico de aspergillosis bron-
copulmonar:

Debe considerarse que un en-
fermo padece esta afeccíón cuan-
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do se comprueba Ia presencia de
filamentos en el examen micros-
cópico ai estado fresco en una o
más muestras de esputo, cuando
se aisla por cultivos en forma rei-
terada Ia misma espécie de Asper-
gillus, presentando pruebas sero-
lógicas positivas con Ia formación
de 2 ó más bandas de precipitado
en Ias reacciones de inmunodifu-
sión e inmunoeletroforests.

El diagnóstico de absoluta cer-
teza se obtiene por los examenes
mícológico e histopatológico de
Ias piezas de resección quirúrgica
o Ias punciones biópsias.

Diagnóstico de Ias micosis super-
ficiali-s:

lias micosis superficiales son
aquelas que atacan Ia capa cór-
nea de Ia piei y sus faneras y
Ia superfície de Ias membranas
mucosas.

I) Micosis que atacan Ia capa cór-
nea de Ia porción extrafolicular
de Ias pelos.

1) Obtención dei material: cor-
tar los pelos con tejera, colocar-
los entre dos portaobjetos, previa-
mente flameados sobre un meche-
ro Bunsen, luego envolverlos en
un papel y rotularlos adecuada-
mente.

2) Examen microscópico: frag-
mentar, con bisturi flameado, Ia
porción parasitada dei pelo en
trozos de 3 a 4 mm.

Preparación con hidróxido de
potasio: colocar los fragmentos
de pelo sobre un portaobjeto, cu-
brirlo luego con un cubreobjeto
que contenga una gota de hidró-

x:do de potasio ai 40%, calentar
luego Ia preparación sobre Ia lla-
ma veladora de un mechero de
Bunsen hasta desprendimiento de
burbujas, dejar enfriar y hacer
una ligera presión sobre el cubre-
objeto. Examinar con óptica seca
fuerte.

Esta preparación permite ver
los agentes etiológicos de Ias Pie-
dras (Trichosporon beigelH y gl-
ganteum y Piedraia hortai).

Preparación coloreada: aplas-
tar los fragmentos dei pelo para-
sitado entre dos portaobjetos con
una gota de suero, para adherir-
los. Se los fija ai calor y tiften
con una solución de azul de me-
tileno ai l % durante 5 minutos.

Se leva Ia preparación con pre-
caución, para no desprender el
material, sumergiendo el porta-
objeto suavemente en un vaso
con agua, repetir esta operación
2 0 3 veces, secar en estufa de
37° y observar con objeto de in-
mersión.

Esta preparación es útil para
visualizar a Ia Nocardia tenuls
agente de Ia Tricomicosis axilar.

3) Cultivos: Para sembrar el
material córneo se emplea un hita

Io de "nicrom", açodado eii-angu-
lo recto, que recibe el nombre de
gancho. El material se fragmenta
en trozos tan pequenos como Isca
posible, con un bisturi flameado.

Flarnear el gancho en «n mtí-
chcro y enfriarlo sobre Ia super-
fície dei médio de cultivo( que-
dando así barniziado con el mis-
mo, Io que facilita Ia tarea de
tomar Ias partículas de material
que luego son depositadas en una
serie lineal sobre Ia superfície dei
médio, separando una siembra dê
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Ia otra por una distancia de l cm
aproximadamente.

El médio de cultivo empleado
es el agar miei o agar glucosado
de Sabouraud y Lactrimell adi-
cionados de 100 ug/ml de clo-
ramfenicol. La incubación se
efectua a 28° y 27°C durante 15
dias ó más.

Para Ia clasificación exacta de
Ia Piedraia hortai es suficiente
con el examen macro y micromor-
fológico de los cultivos; por el
contrario para clasíficar espécies
dei género Trichosporon es nece-
sario recurrir a un plan similar ai
enunciado para el estúdio dei gé-
nero Cândida. La N. lenuis no
es cultivable.

II) Micosis que atacan Ia capa
córnea de Ia piei lampina exclu-
sivamente.

Obtención dei material: recoger
escamas sobre un portaobjetos
colocado de canto sobre el limite
inferior de Ia lesión, raspando Ia
misma con un bisturi sumergido
en alcohol y flameado previamen-
te. Colocar luego otro portaobje-
tos flameado sobre el que contíe-
ne el material córneo, envolver
en papel y rotular adecuadamen-
te.

Examen microscópico: frag-
mentar Ias escamas con un bisturi
flameado y proceder a efectuar
los dos típos de preparaciones ya
descriptas en el tópico anterior.

El examen con hidróxido de
potásio ai 40% en caliente es
útil para observar los filamentos
dei Epidermophyton floccosum
agente dei eczema marginado de
Hebra. Los preparados tefiidos

con azul de metileno ai 1% per-
miten visualizar a Ia Nocardia mi-
nutíssima agente dei eritrasma y
a Ia Malassezia furfur que produ-
ce Ia pitiriasís versicolor.

Cultivos: cortar Ias escamas en
trozos tan pequenos como sea po-
sible con bisturi flameado y pro-
ceder a sembrarlos en Ia misma
forma expresada en el tópico an-
terior .

El médio de cultivo empleado
es el de Sabouraud glucosado o
Lactrimel adicionados de cloram-
fenicol. Habitualmente el examen
macro y micromorfológico de los
cultivos permite Ia identificación
dei Epidermophyton floccosum.

Miei 20 ml.
Harina de trigo 10 gr.
Leche 200 ml.
Agar 15 gr.
Agua destilada .. c.s.p. 1.000 ml.

Esterilizar a 115°C durante 20
minutos.

La Nocardia minutíssima y Ia
Malassezia furfur son microorga-
nismos incultívables en médios
habítuales, el primeiro de ellos ha
sido cultivado en circunstancias
especiales en un médio con suero
feto bovino.

III) Hongos que atacan Ia capa
córnea de Ia piei y sus faneras.

a) Microsporias: estas derma-
tomicosis atacan el cuero cabellu-
do dei nino en preparaciones con
hidróxido de potásio ai 40% en
caliente.

En Ias escamas se observan fi-
lamentos con un aspecto que es
común a todos los dermatofitos,
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en los pelos se ven esporos con
una distribución en forma de vai-
na alrededor dei tallo dei pelo,
que permite identificarlo como
pelo microspórico.

Cultivos: tanto el procedimien-
to de sistema como el médio de
cultivo son los mismo que para
el caso dei E. floccosum. La in-
cubación se efectua a 28°C du-
rante 15 dias ai cabo de los cua-
les se describe Ia macromorfología
de Ia colónia (tamano, forma, co-
lor, tipo de micelio aéreo y color
por el reverso). Luego se obtiene
un trozo de Ia misma con el gan-
cho y se Ia disocia sobre un por-
taobjetos con agujas de disección,
efectuando una preparación mon-
tada entre porta y cubreobjeto
una gota de azul lactofenol.

Por Io general los datos macro
y micromorfológicos así obteni-
dos permiten Ia clasificación por
género y espécie todos los miem-
bros dei género Mtcrosporum.

Fórmula dei azul lactofenol:
fenol en cristales 20 gr; ácido
láctico 20 gr; glicerina 40 gr;
azul "cotton" Poirrer 0,05 gr y
agua destilada s.s.p. 100 ml.

b) Tricofitias: estas dermatomi-
cosis atacan el cuero cabelludo,
Ia barba y el bigote, Ias unas y Ia
piei lampna.

Obtención dei material: para
el caso de escamas y pelo se rea-
liza en Ia misma forma que para
Ias microsporias. El material de
unas debe obtenerse por raspado,
con bisturi flameado, de Ia tabla
interna de Ias unas, en Ia zona
de hiperqueratosis que se forma

entre dicha tabla y el lecho su-
bungueal. Como en los casos an-
teriores, Ias unas son recogidas
entre dos portaobjetos flameados.

Examenes microscópicos: debe
efectuarse en preparaciones con
hidróxido de potásio ai 40% en
caliente, tanto en Ias unas como
en Ias escamas se observan fila-
mentos con los mismos caracte-
res morfológicos que los restan-
tes Dermatofitos. El examen de
los pelos permite reconocer que
son tricofiticos por presentar es-
poros rectangulares agrupados en
cadenas y comprobar si son en-
dothrix (invaden el interior dei
tallo dei pelo), ectothrix microides
o megasporado (atacan por fuera
dei tallo dei pelo) o necendothrix
(que atacan tanto por fuero com
por dentro dei tallo dei pelo).

El el caso de Ia tina fávica
también su pelo ofrece un aspec-
to microscópico peculiar que per-
mite identificarlo.

Cultivos: Ia técnica de siembra,
el médio de cultivo, Ia incubación,
los exámenes macro y micromor-
fológicos de los cultivos son rea-
lizados en Ia misma forma que
para los Microsponun.

Para Ia identificación de Ias es-
pécies dei género Trichophyton
debe recorrirse con frecuencia a
estúdios especiales que a conti-
nuación enumeramos y describi-
mos.

1) Prueba dei ataque de los pe-
los humanos "in vitro", permiti-
te demonstrar Ia formación de ór-
ganos perforadores.

Colocar en una cajá de Petri
25 ml. de solución fisiológica es-
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téril, dos gotas de extracto de le-
vadura ai 10% y una buena can-
tidad de pelos humanos cortados
en una longitud de l cm. y este-
rilizados en autoclave. Se los
siembra con una suspensión de
esporos de cultivo puro y se efec-
tua Ia observación después de 15
dias de incubación a 28°C mon-
tando los pelos entre porta y cu-
breobjeto con una gota de azul
lactofenol.

2) Inoculadón experimental ai
cobayo: reducir a una pasta el
material dei cultivo moliéndolo
en un mortero, depositar esta
pasta en Ia superfície de un papel
de.líja 00 montado en una tabli-
ta y se Io frota en Ia superfície de
Ia piei depilada dei flanco.

Al cabo de 8 a 10 dias apare-
cen lesiones escamocostrosas que
deben ser examinadas microscopi-
camente, a fin de comprobar si el
dermatofito aíslado es capaz de
producír tina en el cobayo y el
tipo de ínvasión pilosa que deter-
mina.

3) Estúdio de Ia fructificación
sexuada: preparar una cajá de
Petri conteniendo tierra de jardin
estéril y pelos de caballo igual-
mente esterilizados en autoclave,
humedecer con solución fisioló-
gica estéril y sembrar abundante-
mente con una suspensión de es-
poros de cultivo puro. La incu-
bación se efectua a 28°C durante
dos o três meses.

Los dermatofitos son con fre-
cuencía heterothallicos y no se
logra Ia produccíón de Ia fase se-
xuada cuando se Io siembra solo,
en este caso repetir Ias siembras
ein cajás separadas conteniendo

cepas patrones de Ia misma es-
pécie con signo sexual diferente.

4) Estúdio de los requerimien-
tos nutritivos especiales.

Estúdio de los rcqueriniicntos
vitamínicos y de amino ácidos.

Médio básico (agar-caseina):

Caseína hidrolizada hí-
drólisis ácida libre de vi-
taminas , 25 gr.
Glucosa 40 gr.
SO4 Mg 7 H2O 0,10 gr.
PO4 H K 1,8 gr.
Agar-agar , 20 gr.
Agua destilada l .000 ml.

Disolver por calentamiento.
Ajustar a pH 6,8. Distribuir en
frasco conteniendo 100 ml. jle
médio cada uno, esterilizar en au-
toclave a 120°C. durante 15 mi-
nutos .

Soluciones madres de vitaminas:

A) Clorhidrato de tiamina 10 mg.
Agua destilada pH 4 a 5 l .000 ml.

Esterilizar en autoclave a
120°C 10 minutos y conservar a
5°C.

B) 1-Inositol 250 mg.
Agua destilada 100 ml.

Esterilizar igual ai caso ante-
rior.

C) Acido nicotínico
Agua destilala . -

10 mg.
100 ml.

Esterilizar y conservar igual
que Ia tiamina.

Los médios de prueba para
requerimientos vitamínicos se
preparan agregando 2 ml. de Ias

soluciones madres de vitaminas a
100 ml. de agar-caseina.

Agar nitrato de amónio: se
prepara igual que el agar-caseina
reemplazando Ia caseina por 1,5
gr. de nitrato de amónio.

Solución madre de histidina:

D) 1-histidina 150 mg.
agua destilada 100 ml.

Esterilizar cn autoclave a
120°C 10 minutos y conservar a
5°C.

El médio de prueba con histi-
dina se prepara agregando 2 ml.
de Ia solución madre a 100 ml.
dei médio de agar-nitrato de"
amónio.

Técnica de preparación de Ia Tri-
cofitina:

En general se prepara sembran-
do cepas de un Trichophyton,
un Microsporum y un Epi-
dermophyton, en médio de Sa-
bouraud glucosado líquido, dis-
puesto en frascos de Erlenmayer
o botellas Roux con l a 2 cm. de
altura de capa líquida. La incu-
bación se efectua a 28°C duran-
te 3 meses, luego se separa Ia
capa miceliana por filtración con
papel de filtro. El líquido restan-
te se esteriliza por filtración por
filtro Seitz y se lê adiciona Mer-
tiolato-borato de sódio ai l/
10.000 como conservador.

Inicialmente debe emplearse
en distintas dihiciones para com-
probar su potência antigénica.

Se inyecta 0,1 ml. de Ia dilu-
ción adecuada. sobre Ia anterior
dei antebrazo por via intradérmi-
mica. La lectura se efectua a Ias

24 y 48 horas igual que una rca-
cción Mantoux.

IV) Hongos que parasitan Ia piei,
mucosas y unas.

Candidiasis superficiales: son
como su nombre Io indica mico-
sis superficiales producidas por
hongos dei género Cândida, prin-
cipalmente cuatro espécies, C.
albicans, C. tropicalis, C. stella-
toideu y C. parapsilosis.

Recolección dei material: se
realiza en Ia forma usual para el
examen de escamas. El material
de unas debe obtenerse, en el ca-
so de Ias onixis con pcrionLxis,
por raspado de los bordes latera-
les de Ias unas y cuando se trate
de onicolisis por raspado de Ia
tabla interna de Ia una en Ia zona
que se encuentra despegada dei
lecho subungueal.

La recolección dei material de
Ias lesiones mucosas se efectua
con hisopo estéril.

Examen microscópico: cuando
se trate de escamas o unas se exa-
minará con hidróxido de potasio
ai 40% en caliente. Para Ias se-
creciones obtenidas de lesiones
mucosas, no es necesario efectuar
preparaciones com hidróxido de
potasio, examinandolas ai estado
fresco entre porta y cubreobjeto
con una gota de solución fisioló-
gica estéril. En este último caso
pueden hacerse frotis y tenniríos
por Ia técnica de Gram.

Cultivos: los hongos dei género
Cândida desarrollan bien en mé-
dios de Lactrimel o agar-glucosa-
do de Sabouraud y su crecimiento
se torna visible a Ias 48 horas de
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incubacíón a 37°C; de todas ma-
neiras no conviene eliminar los
tubos sembrados antes de los 10
dias.

Lãs siembras dei material de
escamas y unas se efectua con
Ia misma técnica descrípta para
los Dermatofitos.

El médio de cultivo debe con-
tener 100 ug/ml de cloramfeni-
col para eliminar Ia contamina-
ción bacteriana.

El material obtenido de Ias lê
síones mucosas es sembrado pa-
sano el hisopo por Ia superfície
dei médio de cultivo, en este ca-
so Ia contaminación bacteriana
puede ser evitada sumergiendo el
hisopo en una solución estéril de
ácido cítrico ai 10% .

La identifícación dei género y
espécie que determina Ia lesión
debe realizarse de acuerdo a Ia
técnica expuesta ai referimos a
Ias micosis oportunistas.

Preparación de Ia CandidSna
para pruebas cutâneas: se efectua
en Ia misma forma que Ia trico-
fitina.
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