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Micologia Médica

Objetivos:
1. Introducir conceptos relacionados a micologia médica y parasitologia.
2. Proveerle informacion sobre términos usados en el ambiente clinico.
3. Observar ejemplos de hongos y parasitos que ocasionan enfermedades al humano.

I. Micologia médica
A. ¢ Qué son los hongos?

Los hongos son organismos heterotrofos que en su mayoria son multicelulares, pero hay
unicelulares (levaduras). La unidad estructural de estos organismos es la hifa que es en forma de
cilindro ya sea tabicada (septada) o cenocitica (sin septas o division). Las hifas crecen
entrelazadas formando el micelio que puede tener diversa funcién en el hongo. Los hongos
liberan las enzimas al sustrato donde crecen para luego absorber los componentes necesarios
para su desarrollo. La pared celular de los hongos contiene celulosa y quitina. Hay algunos
hongos que pueden desarrollar fase micelial (crecen como micelio, produciendo hifa) y fase
levaduriforme. A estos hongos se le describe como dimorficos. La fase micelial la desarrollan a
temperatura ambienta sin embargo la fase levaduriforme la desarrollan a temperatura corporal
(37°C). Los hongos se pueden reproducir asexual como sexual. Cuando el hongo se conoce su
reproduccion asexual es conocido como la fase anamorfo del hongo. La reproduccion asexual
puede ser por fragmentacion de la hifa, produccion de conidas o gemacion en las levaduras. En
cambio, la fase teleomorfo es el estado de produccion sexual del hongo. En esta etapa sexual los
hongos producen esporas a través de la fusion de gametos o hifas especializadas. Las esporas
desarrolladas dentro de un saco o asca son conocidas como ascosporas y lo producen los
Ascomicetes. Las esporas desarrolladas sobre unas basidias son llamadas basidiosporas y las
producen los Basidiomicetes. Los hongos Zygomicetes producen zigosporas. Las esporas son
estructuras resistentes a desecacion, agentes quimicos, altas y bajas temperaturas.

B. Caracteristica Macroscopicas y microscopicas de los hongos

Para la identificacion de los hongos se requiere realizar unas observaciones a la colonia a
nivel macroscopico como microscopico. Como caracteristicas macroscépicas, se observa el
anverso y el reverso de la colonia, color, si produce exudado, la textura, la elevacion de la
colonia sobre la superficie del agar. El color puede ser: negro, grisaceo, olivo, blanco, rojo,
marron, negro entre otros. La textura puede ser: algodonosa, aterciopelada, polvorienta o
granulada. La presencia de exudado son gotas que se observan sobre la colonia y pueden ser
incoloras o con algun color. Algunos hongos imparten color al medio que lo rodea y es un
detalle que se indica para su identificacion. Por otra parte, la examinacién microscépica se
requiere un montaje en laminilla y observacion bajo el microscopio. Muchas veces se requiere
tincion en el montaje ya que muchos hongos son incoloros y se tifien para ver sus estructuras.
Las caracteristicas microscépicas buscadas son el tamarfio de la hifa y los conidios, forma de la
hifa y el conidio, arreglo de los conidios, modificaciones de las hifas, si la hifa es tabicada o
cenocitica, color de la hifa y los conidios.
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C. ldentificacién de los hongos en muestras clinicas

1. Tipos de muestras

Las muestras clinicas para hongos deben ser procesadas lo mas antes posible para evitar que
sobrecrezcan las bacterias asociadas a la muestra y afecte el resultado. La colecta de la muestra
depende de que hongo se sospecha que esté afectando al paciente (tabla 1).

Tabla 1. Ejemplo de como se colecta algunas muestras para examinar hongos

Tipo de infeccion

Muestra

Colecta

cutaneos

Piel, ufia, pelo, oido

1) Se limpia la superficie con alcohol 70%,
se raspa o se extrae muestra (ufia, pelo,
canal oido) del area afectada y se coloca en
envase estéril.

Subcutaneo Piel y tejido subcutaneo Biopsia, aspirar, corte para extraer muestra

del &rea afectada.

Sistematica Esputo, aspiracion 1) el esputo se debe tomar temprano en la
transtraqueal, biopsia del | mafiana por varios dias consecutivos y
pulmon, cepillado colocarlo en envase estéril.
bronquial 2) La aspiracion, el cepillado y la biopsia

€S un proceso mas invasivo y la muestra se
coloca en envase estéril con agua salina.
absceso fluido Aspirar fluidos y colocarlo en envase

esteril con agua salina.

Tejido invadido

Nodulos linfaticos y
drganos

Extraer tejido, realizar observacion del
mismo, hacer examinacion microscopica.

Orina

Colecta en envase estéril

Se procesa lo antes posible para evitar
sobre crecimiento de otros
microorganismaos.

Sistema nervioso
central

Colecta en envase estéril

Si es mucha muestra se filtra, si es poca
muestra se inocula directamente en el
medio.

Tabla tomada de: Clinical and pathogenic microbiology, Howard et. al, 1987.

2. Examen directo

Examinar directamente muestras a través de microscopia puede ayudar a deducir que
posible hongo esta afectando al paciente. Ademas, aporta informacién util para aislar
efectivamente el patégeno. Por ejemplo, el medio de cultivo y la técnica que puede ser usada
para extraer muestra clinica del paciente. Para una examinacion directa se puede: 1) solucion de
KOH, 2) tincion Schiff-acido periodico, 3) tincion acido resistente y 4) tincion “India ink”. La
solucion de hidroxido de potasio (KOH) degrada las proteinas asociadas a la muestra y aclara el
tejido queratinizado (tejido que se compone de células que contienen tiene queratina que es una
proteina) permitiendo mejor visibilidad del hongo en la muestra. La observacion del hongo en la
muestra usando solucion de KOH puede ser afectada por: 1) la porcion de la muestra colectada,
2) el tamario del patdgeno y 3) los microorganismos asociados a la muestra. Otra técnica para
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observar directamente el hongo en una muestra es la tincion Schiff-acido periddico (acido
ybdico) abreviada como PAS (periodic acid-Schiff). A través de esta técnica se oxida los
carbohidratos de la pared celular del hongo con el &cido periddico formando aldehidos que
interaccionan con el tinte fuchsin basico para producir un color magenta que no es decolorizado
por los otros reactivos de la tincion. Se va observar el hongo color magenta en un fondo verde
por el contratinte. La tincion acido resistente que es usada con bacterias se realiza en la
micologia para tefiir ascoporas de levaduras. La tincion tinta India es usada para observar
capsulas producidas por levaduras es el género Cryptococcus. Este tinte no interacciona con la
capsula observandose bajo el microscopio como una zona clara en un fondo negro.

3. Cultivos

Los medios de cultivos usados para hongos pueden ser enriquecidos, selectivos o
diferenciales como ocurre en la bacteriologia. Los medios enriquecidos promueven el
crecimiento de los organismos. Por ejemplo del agar de Sabouraud, el agar de extracto de malta
y el agar de dextrosa con papa son medios enriquecidos que promueven el crecimiento de casi
todo los hongos. Muchas veces se usa antibioticos o acido lactico para inhibir el crecimiento
bacteriano. A veces no se recomienda usar antibioticos ya que hay hongos que pueden ser
suprimidos su crecimiento por los mismos. Un ejemplo es la ciclohexamida y el cloramfenicol
que inhibe algunas levaduras. También se usa el “Brain Infusion Agar” como medio enriquecido
para aislar hongos ya que se ha visto que crece bien algunas levaduras de importancia clinica y
promueve el cambio dimdrfico de hifa a levadura en algunas de ellas. Por otra parte, el “Bird
Seed Agar” es un medio selectivo y diferencial usado para aislar Cryptococcus neoformans de
muestras clinicas. En este medio, las colonias de la levadura Cryptococcus neoformans se
observa color marrén ya que lleva a cabo sintesis de melanina usando el sustrato del medio para
la produccion de la misma. Hay medios que tienen suplementos que ayudan a la produccién de
estructuras claves en la identificacion de los hongos. Como es el “Cornmeal agar” que ayuda a la
produccidn de esporas en la levadura Candida y el agar V-8 18% que promueve la produccion de
conidios en algunos hongos.

La temperatura usada para incubar hongos son a 30°C o temperatura ambiente (22°C-
25°C). Siendo la temperatura de 30°C la favorable para muestras clinicas ya que los hongos
patdgenos crecen mejor y mas rapido. Las temperaturas altas y semejantes a temperatura
corporal no son recomendables al momento de tratar de aislar el hongo patdgeno de la muestra
clinica ya que inhibir o evitar que crezca el mismo. Luego se puede usar pruebas de tolerancia a
temperaturas con los aislados para corroborar quien es o para promover dimorfismos.

D. Micosis

Micosis es el término para indicar una infeccion ocasionada por hongo. Las micosis pueden ser
causadas por contaminantes ambientales como por oportunistas. Estas pueden ser clasificadas
en: micosis superficial, micosis cutanea, micosis subcutanea y micosis sistémica. La micosis
superficial afecta el tejido queratinizado como es la piel, el pelo y las ufias. Estas pueden ser
asintomaticas en algunos casos, no invasivas en donde el hongo utiliza secreciones del sustrato
donde esta alojado. Ejemplo de micosis superficiales esta: 1) piedra que son nddulos que afectan
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el pelo causados por Trichosporon beigelii (piedra blanca) o Piedraia hortae (piedra negra); 2)
pitiriasis versicolor o pafio en la piel que es causado por Malassezia furfur; 3) tinea nigra que es
manchas oscuras en la palma de la mano causadas por Phaeoannellomyces werneckii. Se hace
examen directo de las muestras del area afectada para el diagnostico de las mismas. Se usa
tratamientos topicos para las areas afectadas y en el caso del cabello remocion de los pelos
afectados. La micosis cutédnea son enfermedades donde se afecta la capa externa de la piel y son
contagiosas adquiridas por contacto directo con el hongo. Estas micosis son causadas por
especies de los géneros Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton. Esta la tinea capitis que
es infeccion en el cuero cabelludo, la tinea ungium que es infeccidn en la ufia y tinea pedis
conocida como pie de atleta. Para las micosis cutaneas se hace biopsia del tejido afectado y
cultivar como examen directo. Para su tratamiento se puede usar ungiientos y productos topicos
que se pasan por las reas afectadas. Las micosis subcutaneas son adquiridas por inoculacion
traumatica y se desarrollan debajo de la piel observandose lesiones en el lugar donde ocurre la
inoculacién. Lesiones por golpes con clavos, espinas, picaduras de insecto pueden inocular
hongos que causen esta micosis. Los agentes causantes varian por infeccion. Ejemplo de
micosis subcutaneas esta cromoblastomicosis y faohifomicosis. Los diagnosticos son a través de
biopsias del tejido para ser cultivado. Se puede usar anfoterecina B, fungicidas como el
ketaconazol y el yoduro de potasio como tratamientos para estas micosis. Las micosis sistémicas
son causadas por hongos oportunistas como por hongos patégenos. Muchas de estas son
asintomaticas y pueden afectar cualquier parte del cuerpo. Ejemplos de éstas son blastomicosis
causado por Blastomyces dermatitidis, criptococosis causado por Cryptococcus neoformans y
histoplasmosis causado por Histoplasma capsulatum. Su diagndstico es a través de examinacion
directa y cultivo de muestra clinica en medios. Tratamiento para estas tres micosis es la
anfoterecina B.

E. Préctica

1. Caracterizacion del desconocido aislado de la exposicion de plato
a. Caracterizacién macroscopica de la colonia:
Color del anverso:
Color del reverso:

Textura:
Presencia de exudado: ___ Si, color No
Elevacion:
b. Caracterizacion microscopica:
Instrucciones: Se va a montar un poco del hongo en una laminilla que contiene
una gota de lactophenol cotton blue. Luego se le coloca un cubreobjeto.

Observar a 40X.

____hifatabicada ___hifa cenocitica

___hifa dematiacea (con color) __hifa hialina (sin color)
___Forma de las condias (dibuje) __tiene color las conidias
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2. Laminillas permanentes: Dibuje lo que esta observando a 40X.

a. Aspergillus conidiophores b. Alternaria sp.
c. Rhizopus mycellium sporangia d. Mucor sp.
e. Mold types f. Saccharomyces sp.
g. Candida albicans h. Penicillium sp.
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Il. Parasitologia clinica
A. ¢Que son los parasitos?

Los paréasitos son organismos heterdtrofos que requieren conseguir su alimento que es fuente de
energia y carbono de moléculas complejas existentes en el ambiente. Se pueden reproducir por
fision multiple y otros son hermafrodita. Estos organismos viven dependientes de su hospedero
y varia el efecto que le puede causar al mismo. Los parasitos que ocasionan una enfermedad a su
hospedero se le conocen como patdgenos. Hay parasitos que viven en la superficie de sus
hospederos como son las garrapatas y las pulgas y se les conoce como ectoparasitos. Los
endoparasitos son los que viven dentro de su hospedero como son los protozoa y gusanos. Los
parasitos se pueden clasificar por su dependencia a su hospedero en: 1) obligados y 2)
facultativos. Los parasitos obligados requieren vivir alguna etapa de su ciclo de vida en el
hospedero. Ejemplo de esto es el causante de la malaria que afecta los glébulos rojos de la
sangre. Por otra parte los parasitos facultativos son de vida libre en el ambiente no estan
obligados a depender del hospedero para vivir, pero requieren de ellos para adquirir alimento y le
ocasionan una enfermedad. También los paréasitos se pueden clasificar en 3) permanentes, 4)
temporeros y 5) accidental por el tiempo en que se asocian a su hospedero. Los parasitos
permanentes son los que invaden al hospedero y se quedan en él. En cambio, los parasitos
temporeros utilizan al hospedero y luego se van. Cuando se clasifica como parasito accidental
es porque afecta a un organismo que no es su hospedero usual. Los hospederos que son usados
como agentes de transmision del parasito se conocen como vectores. Hay vectores que son
usados por el parasito para llevar acabo parte de su ciclo de vida conocidos como vectores
biol6gicos. Ademas, existen vectores mecanicos que son organismos que no son usados por el
parasito en alguna etapa de su ciclo de vida. Por ejemplo, las moscas son vectores mecanicos de
parasitos que se traen en sus patas cuando se reposan en las heces fecales contaminadas.

B. Técnicas de aislamiento e identificacion

La examinacion directa bajo el microscopio de la muestra, realizar cultivos y pruebas serolégicos
son técnicas importantes en la deteccidn e identificacion de parasitos. Como se colecta y se
procesa la muestra depende la muestra. Estan las muestras de paréasitos del tracto
gastrointestinal, genitourinario y pulmonar como las muestras de parasitos de tejido y sangre.

1. Tracto gastrointestinal, genitourinario y pulmonar

Cuando son muestras del tracto gastrointestinal, genitourinario y pulmonar se hace examinacion
directa a las secreciones y fluidos de las zonas como son la heces, esputo y orina.

a. Heces fecales

Para colectar heces fecales del paciente con un cuadro clinico de posible infeccidn por
parasito, no se debe suministrar agentes antimicrobiales, anti diarreas, aceite mineral, laxante
entre otros medicamentos dias antes de la colecta de la muestra. Estas sustancias pueden
interferir con la deteccion del parasito y a su vez con el diagnostico. La muestra de heces debe
ser colectada de modo que no se contamine con ninguna sustancia como es la orina. La colecta
debe ser en un envase limpio sin algin remanente de sustancia y se recomienda que sea
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examinada entre los 30 min a 1 hora de tomada. Si la examinacion no va hacer rapido, se
puede;1) colocar en la nevera po 2-3 dias, 2) afadirle preservativos que sean compatibles con las
técnicas que se vayan a usar para la identificacion del organismo. A veces se debe tomar
muestras de heces por varios dias ya que permite detectar la infeccion. Se puede hacer montaje
himedo de la muestra, concentracion de la muestra o montaje permanente tefiido para poder
examinar la muestra. El montaje himedo se usa agua salina con la muestra fresca y permite el
observar motilidad de algunos parasitos. EI método de concentrar la muestra ayuda aumentar la
deteccion del patdgeno y observar estado del ciclo de vida del mismo. Se usa cloruro de sodio,
azucar y sulfato de zinc cuando se usa el método de mantener flotando los parésitos en el
sobrenadante después de la centrifugacion. Para el método de sedimentacion se usa formalin-
eter y acetato de etilo para ocasionar que los parasito se precipiten y debris de la muestra queden
en el sobrenadante. La tincién de “trichrome” y la tincion “iron-hematoxylin” son ejemplos de
montaje permanente tefiido usados para ver parasitos en muestras. También se hace “swab” de la
parte anal cuando se cree que hay infeccion por parésitos que no liberan sus huevos en el
intestino sino que emigran a depositar los huevos en la piel del ano. De esta muestra se hace
montaje directo para observar los huevos.

b. Orina

Para muestras de orina, se usa la primero descarga para ver si hay afeccion por
Trichomonas vaginalis. Esta muestra se centrifuga y el precipitado formado es observado por
montaje directo bajo el microscopio. También se puede encontrar Schistosoma hematobium ya
que afecta las venas asociadas a la vejiga.

c. Esputo

En la muestra de esputo se busca huevos o estados larva de algunos parasitos como
Ascaris, Entamoeba histolytica. Se realiza montaje himedo de la muestra y en algunos casos
centrifugacion.

d. Aspirados y biopsias

En casos que la muestra obtenida no provee para llegar a un diagndstico, entonces se
realiza aspirados y biopsias. Estas técnicas ayudan a tomar muestras directamente de los érganos
y de los tejidos afectados. Por ejemplo, extraer mucosa del intestino, aspirar muestra de un
absceso, tomar una porcion del tejido muscular.

2. Tejido y sangre
a. Sangre

La sangre puede ser usada para examinacion directa bajo el microscopio pero en algunos
casos que es observar el parasito se usa la muestra para pruebas serologicas. La sangre debe ser
colecta en envases sin anticoagulante o con poco para que se pueda usar en examinacion directa.
La examinacion puede ser por montaje himedo o montaje permanente.
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b. Cultivo

Para algunos parasitos es efectivo cultivar en medios especiales que no utilizan todos los
laboratorios. El medio base para de agar de sangre es usado para confeccionar medios que son
usados para cultivar hemoflagelados pero se incuban a temperatura ambiente y no temperatura
corporal. También hay amebas que afectan el sistema nerviosos central que son cultivables.

C. Ejemplo de parasitos patdégenos
1. Trypanosoma sp.

Esta Trypanosoma brucei brucei, T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense. EI T. b.
brucei es parasito de antilopes y otros rumiantes en Africa. Puede causar enfermedad a otros
mamiferos pero a humanos no. T. b. gambiense y T. b. rhodesiense son causantes del “African
sleeping sickness”. Siendo T.b. gambiense el que causa la forma cronica de la enfermedad y T.b.
rhodesiense causante la forma aguda. Su vector es la mosca Tse-Tse del género Glossina. Se
aloja en el higado, vesicula, sangre, nodulos linfaticos y fluido cerebroespinal de sus hospederos
vertebrados. Puede causar fiebres intermitentes, dolor generalizado, dolor de cabeza, debilidad y
calambre hasta llegar a convulsiones, problemas de coordinacion, paralisis. Se le conoce como
la enfermedad del suefio porque ocasiona gue el hospedero se duerma aunque este realizando
alguna actividad llegando a la coma y muerte.

Otra enfermedad causada por un parasito de este género es la enfermedad de Chaga. El
parésito T. cruzi es transmitido por invertebrado que al picar también defeca dejando parasito
que puede entrar por la herida de la picada. También tiene hospederos alternos que son
reservorios como son perros, gatos, armadillos, ratas. Estos hospederos se infectan ya sea por
picadas o porque consumen el insecto infectado. Afecta la vesicula, higado, células cardiacas y
linfaticas, musculos esqueletal como liso. Puede afectar la piel, sistema nervioso, mucosa
intestinal y medula dsea.

2. Giardia lambia

Este parasito es flagelado de la familia Hexamitidae y fue descubierto por Antony van
Leeuwenhoek en el 1681. Tiene una distribucion cosmopolita pero tiende a ocurre en zonas con
clima caliente. Giardia lambia tiene dos nucleos iguales alineados uno al lado del otro. Tiene 8
flagelos distribuidos en diferentes partes del cuerpo y puede medir de 12-15um. Tiende a vivir
en el sistema digestivo del humano adherido a las células epiteliales. Se ha observado que
algunas personas son mas susceptibles que otras al parasito. G. lambia ocasiona un aumento de
la produccion de mucosa en los intestinos, diarrea y pérdida de peso. Promueve que el hospedero
produzca heces fecales grasosas ya que al estar adherido al epitelio del intestino no permite la
absorcion de nutrientes y grasas. También puede afectar la vesicula. Para su diagnostico se
busca quiste (parte de su ciclo de vida) en las heces fecales a través de examinacion directa por
montaje tefiido. En algunos casos hay que hacer aspiracion en el duodeno para buscar
tropoziotos que son otra etapa de su ciclo de vida. La giardasis es muy contagiosa y se debe ser
precavido en la desinfeccion para evitar el contagio en las familias con pacientes infectados.
Gatos, perros, venados y ovejas pueden ser reservorios.
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3. Trichomonas vaginalis

Ocasiona secreciones por el tracto urogenital dl hombre y secreciones vaginales ya que se
pueden encontrar en el tracto reproductivo de ambos. Puede vivir en la vagina y uretra de la
mujer como en la prostata, vesicula seminal y uretra del hombre. Se clasifica como parasito
cosmopolita por su distribucion amplia. Es un parasito que se transmite sexualmente como por
ropa contaminada con el parasito. En algunas personas puede ser una infeccion asintomatica,
pero hay casos en que la inflamacion es intensa con picor y mucha secrecion. La secrecion
vaginal puede llegar hacer abundantes de color blancuzca a verdosa acompafiada con una
inflamacidn severa. Usualmente es asintomatica en hombre ocasionando irritacion de la uretra y
la préostata. Su diagndstico es a través de examinacion directa de secreciones y en casos que hay
poco se hace cultivo.

4. Entamoeba hystolitica

Las personas se contagian al ingerir agua y comida contaminada con quiste de la ameba. Los
quiste pueden durar dia en ambientes con una temperatura fresca y en el agua mas todavia.
Cuando se ingiere el quiste pasa bien por el estbmago sin ser afectado y eclosiona cuando llega
al intestino delgado por el ambiente favorable alcalino. Se aloja en la mucosa del intestino
grueso y ocasiona ulceras y lesiones intestinales porque dafian la mucosa. En ocasiones puede
infiltrarse y llegar al torrente sanguineo u fluido linfatico llegando a otras partes del cuerpo y
siendo ectopico. Hay casos que ocasiona obstruccion del intestino por masas granulomatosas
conocido como ameboma. Puede afectar el higado ocasionando amebiasis hepatica, al pulmon
conocida como amebiasis pulmonar. Otros sitios ectopicos son el cerebro, la piel, el pene,
rifiones, pericardio entre otros. Ocasiona disenteria, dolor de cabeza, fiebre, dolor abdominal.
Las diarreas pueden ser liquidas con mucosa y sangre. Para su diagnostico se buscar fase de su
ciclo de vida (quistes y trpozoitos) en la examinacién directa de las heces fecales.

I11. Practica
Laminillas permanentes: Dibuje lo que esta observando.

1. 2.
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