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RESUMEN

Disefio de una micoteca de importancia clinica a partir de cepas reactivadas en el
laboratorio de Micologia Clinica de la carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador

Introduccién: Las micotecas a nivel mundial son consideradas centros para la
conservacion de hongos, las cuales permiten salvaguardar su integridad y asi poder
realizar nuevas investigaciones, generar nuevas técnicas para la ensefianza de la
micologia médica y asi garantizar un adecuado diagnéstico fungico encaminado a
establecer un control y/o erradicacion de la mayoria de los patégenos. Se efectlio un
proyecto cuyo objetivo fue disefiar una micoteca de hongos de importancia clinica a partir
de cepas ya colectadas y almacenadas en el laboratorio de Micologia Clinica de la
carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.
Materiales y Métodos: De un total de 89 hongos se caracterizaron fenotipicamente 66
cepas disponibles en el laboratorio de Micologia Clinica, los 23 hongos restantes solo
fueron caracterizados microscépicamente debido a la falta de cepas. Para la
caracterizacién fenotipica de los hongos se ejecutaron 6 técnicas de identificacion con el
fin de describir las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de cada hongo y como
apoyo para todos los procesos se implementaron 4 procedimientos operativos estandar
(POE’s) de ingreso de nuevas cepas, identificacién de hongos filamentosos, identificacion
de hongos levaduriformes y por ultimo el de codificacion-almacenaje de los mismos,
siendo cada uno de ellos apoyado con registros e instructivos. Resultados: Fueron
aislados un total de 66 cepas, 61 hongos filamentosos los cuales fueron caracterizados
fenotipicamente a través de la técnica de cinta adhesiva y microcultivo; ademéas de ser
almacenados por los métodos de agua destilada y papel filtro, también se aislaron 5
hongos levaduriformes que fueron identificados a través de las técnicas de Gram, API 20
C AUX, tubo germinal, técnica de clamidosporas y tinta china para Cryptococcus
neoformans con su posterior almacenamiento a través de la técnica de repique en agar
agar. Los 23 hongos restantes representan Unicamente a los caracterizados
microscOpicamente debido a la falta de cepas para su aislamiento por lo tanto contamos
Unicamente con la técnica de identificacion en placa. Cada uno de los hongos fue
codificado con etiquetas de identificacion segun el tipo de hongo y el método de
almacenamiento para ayudar a su rapido acceso, ademas de que cada proceso fue
guiado con POE’s de cada uno de ellos. Conclusiones y Recomendaciones: A partir de

la realizacion de la micoteca se obtuvieron productos como las placas generadas a partir
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de los microcultivos, los tubos obtenidos en el método de conservacion de agua destilada
al igual que los de papel filtro y repique en agar agar, cada uno de ellos codificado y
almacenado en cajas porta placas, tuberas y cajas porta crioviales respectivamente.
Finalmente para una mayor conservacion de los hongos se recomienda usar métodos a
largo plazo como la liofilizacién, ademas de la aplicacion de técnicas moleculares para
realizar una clasificacion taxondmica de los mismos logrando mayor diversidad en la
micoteca. También es importante seguir cada procedimiento operativo estandar para

garantizar el mantenimiento de la micoteca.

Palabras clave: Micoteca, filamentosos, levaduriforme, conservaciéon, codificacion,

procedimiento operativo estandar (POE).
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ABSTRACT

Design of a fungal inventory with clinical interest from reactivated strains in the Clinical
Mycology Laboratory of Clinical Biochemistry department at the Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador.

Introduction: Worldwide fungal databases are considered as a center for the
conservation of fungus that allow to safeguard their integrity, thus enabling new research
to be carried out, and generating new medical mycology teaching techniques to assure an
accurate fungal diagnosis aimed to establish control and/or eradication of most
pathogens. A project was made whose objective was to design a fungal database with
clinical importance from strains already collected and stored in the laboratory of Clinical
Mycology of the career of Clinical Biochemistry from the Pontifical Catholic University of
Ecuador. Materials and Methods: Out of a total of 89 fungal, 66 strains available in the
laboratory of Clinical Mycology were phenotypically characterized, the remaining 23
fungus were only characterized using optical microscope due to the lack of strains. 6
identification techniques were executed for the phenotypical characterization of the fungus
aiming to describe the macroscopic and microscopic characteristics of each fungus; four
standard operating procedures (SOPs) were implemented as a support for all the
processes: For the entry of new strains, identification of filamentous fungi, identification of
yeast-forms fungi, and finally their store codification, each of them being supported by
records and instruction manuals. Results: A total of 66 strains were isolated, 61 were
filamentous fungi phenotypically characterized using the adhesive tape technique and
microculture; besides being stored by the distilled water and filter paper methods, 5 yeast-
form fungus were also isolated and identified through Gram, APl 20 C AUX, germinal
tube, chlamydospore and Chinese ink for Cryptococcus neoformans techniques, with its
subsequent storage through the agar streaking technique. The remaining 23 fungi
represent only those characterized by optical microscope due to the lack of strains for
their isolation; meanwhile, we rely only on the plaque identification technique. Each
fungus was coded with identification labels according to the type of fungus and its storage
method to help to provide a quick access. In addition, each process was guided with
POE's. Finally, 10 technical sheets were made with the macroscopic and microscopic
characteristics of the fungi strains stored in the fungal database. Conclusions and
Recommendations: From the realization of the database some products were obtained,

such as plates generated from the microcultures, tubes in the distilled water preservation
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method, as well as the filter paper method and the agar streaking. Each of them coded
and stored in plate boxes, tubes, and cryovial boxes respectively; finally, for a greater
conservation of the fungi it is recommended to use long-term methods, such as
lyophilization. Furthermore, the application of molecular techniques to perform a
taxonomic classification obtaining greater diversity in the fungal database. It is important
to follow each standard operating procedure to ensure the maintenance of the fungal

inventory.

Key words: Fungal database, filamentous fungi, yeast-fungi, conservation, coding,

standard operating procedure (POE).

Vil



TABLA DE CONTENIDO

(07N =] 1 101 2 OO 1
1. INTRODUGCCION......oiiitieceeceeee et teeeste s enssss e ss s s s sssss s sessesssssssasssnassanens 1
1.1 OBUIETIVOS ...ttt sttt ettt sttt b ettt ae b st aan 6
1.2 OBJIETIVO GENERAL .....ootiiititeeeete ettt ettt sne s nnas 6
1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt eses s sesassasanes 6
CAPITULO I ettt sttt sttt e st et e et e st ebe e b e s tesbentenseneeneeseesenbentens 7
2.1  MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL....coiiiieeeeeeeeete et 7
2.2 MARCO TEORICO.....oeeeeeeeeeeeeeeteeee e eee s s sa st sas s sasansnans 7
2.2.1  Generalidades y taxonomia de 10S hONgoS .........cccceeveeecieniciene e, 7
222 Hongos de importancia CliNICaA .........ccccveviiieieiieeeceeceeeee e 8
2.2.3  Generalidades de 1as MICOECAS .......cccecveveevieitieiesieceee et 11
224 Micotecas en LatiNnOamEriCa ........cc.ccveeeireriresierieieeeee e se e eae e 12

2.2.5 Lineamiento para la elaboracion de Micotecas dispuesta por la Federacién

Internacional de Colecciones de Cultivos (WFCQC) .......ccveciiieeeceeeeeeceeeecieeveeie e 15
2.2.6  Métodos para el mantenimiento y viabilidad de hongos de importancia
CIINMICA ettt b bbbttt b et b e 16
227 Reactivacion e identificacion de hongos..........ccccecveeececicceececeeceseee e 20
2.2.8  Documentacion de un cepario de hONQGOS ........cccevveeeceieeeeie e, 20
2.2.9 Plan de seguimiento de las cepas conservadas en la micoteca.................... 22
2.2.10 Elaboracion de procedimientos operativos estandar (POE’S)....................... 22
2.2.11 Como se estructura un procedimiento operatico estandarizado.................... 23
2.3 MARCO CONCEPRTUAL. ...ttt ettt st bbbttt as 24
CAPTTULO I ottt et ss st 25
3 MARCO METODOLOGICO ......ouieieeeeeeeeeeeeteeeeveetseesesteses s saesessessssassessssas s sssssansnens 25
3.1  Procedimientos de [aboratorio...........cccoveiririrerineeeeeere e 25
3.1.1 MEUIOS € INSUMIOS.....ccuiriiiiieieieeiieieete sttt ettt eb b s b s b e s s e et ebessesnesneneens 25
3.1.2 Procedimiento de reactivacion de hoNgos..........ccceveveinireneneseseeeseee s 26
3.1.3 Identificaciébn macroscopica y microscopica de los hongos y levaduras...... 26
3.2  Codificacion Y @lMACENGJE ......cceeceveeeieiceeteeeee et e et sae e ennens 31
3.2.1  Codificacion de alMacCeN@ e ..........cccureruererierieieieeeese e sesesaeseeeeeeeese e sreseens 31
3.3 Procedimiento operativo €StANAAT ............cecveiieceerieieeeseeeee et 32



3.4  Control de calidad de medios Y COIOrantes...........cccevevvevieeeneceece e 33

3.4.2  Control de esterilidad de medios y agua destilada ...........cccceeveerenenenenennns 34
CAPITULO IV oottt sttt s st ess s s esessnen 35
4.1 MARCO LOGICO ..ottt s st s s s 36
4.2 CRONOGRAMA ..ottt et et sttt st s bt e bt e bt e sbeesateenteenteas 38
4.3 PRODUCTOS OBTENIDOS DE LA TESIS ..ottt 40
A4 CONCLUSIONES.......oo oottt ettt st st st esbe e saeeeareeneeas 46
45 RECOMENDACIONES....... oottt sttt st e ee s 47
ANEXOS ettt et b e b e s bt s a et ettt e e bt e s bt e she e sae e sabe s te e beenes 48
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s s s e s snasssaesassnen 79



LISTA DE TABLAS

Tabla 1 Tabla de la clasificacion general de los hongos y seudohongos. ......................... 8
Tabla 2 Tabla de la clasificacion clinica de las micosis en seres humanos............c......... 9
Tabla 3 Micotecas en Latinoameérica hasta €l 2014 ..........veuiieiiieieee e 12

Tabla 4 Reactivos, medios, materiales y equipos para los procesos de identificacion,

almacenaje y codificacion de NONQOS.........ccooiiiiiiiiiiiiiie e 25
Tabla 5 Procedimiento para la tincidn de Gram. ............ccoieieiiiieiiiiiiicce e 29
Tabla 6 Matriz de MarCO I0QICO. .......ccuiiiiiiiiiiie et a e e e 36
Tabla 7 Cronograma de activVidades ...........cuuuieiiiiii et 39
Tabla 8 Tabla de la clasificacion de hongos aiSlados .............ooocuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 40
Tabla 9 Técnica de identificacion de hongos filamentosos y levaduriformes ................... 41

Tabla 10 Tabla de los métodos de conservacién para hongos filamentosos y

oY= o [0 10 g U= SRR 42
Tabla 11 Tabla del total de placas entregadas por tipo de hongo............ccevvvveviiiiiiiinennn. 42

Tabla 12 Tabla de la evaluacién de la viabilidad de hongos filamentosos por el método de
AQUA ESHIATA. .....ccceeeeeeee e 43

Tabla 13 Tabla de evaluacion de la viabilidad de hongos filamentosos por el método de

[T o L= 1111 TP 43

Tabla 14 Tabla de evaluacion de la viabilidad de hongos levaduriformes por el método de

=Tl [o[UIcl =T Lo F- L To - | TR 44

Tabla 15 Lista detallada de los procedimientos operativos estandar, registros e

instructivos que corresponden a cada POE ... 445

XI



LISTA DE GRAFICOS

Figura 1 Formato de etiquetas para el almacenamiento de hongos filamentosos y

levaduriformes, para las técnicas de papel filtro, agua destilada, repique agar-agar y

Figura 2 Formato para la identificacion de documentos ....jError! Marcador no definido.

Figura 3 Formato para la identificacion de registros...........cccceeeeiieeiiiiiiiiccie e, 33

Xl



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1: Proceso de ingreso de nuevas cepas, adjuntado en un segundo CD............... 49

Anexo 2: Proceso de identificacion de hongos filamentosos, adjuntado en un segundo
O I PP PPPPRP 50

Anexo 3: Proceso de identificacién de hongos levaduriformes, adjuntado en un segundo
O I SR PPPRP 51

Anexo 4. Proceso de codificacion y almacenaje de hongos filamentosos vy
levaduriformes, adjuntado en un segunNdo CD. ........cooeoiiiiiiieee 52

Anexo 5: Ejemplo de las fichas técnicas de un hongo caracterizado fenotipicamente. ...53

Anexo 6: Caracterizacion fenotipica de los hongos aislados en el laboratorio de

1Y ToTo] (oo - VAT PPPPRTPPI 56

Anexo 7: Se adjuntan los registros e instructivos que corresponden a los procedimientos

operativos estandar adjuntados en el segundo CD..............cooevvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 61

Anexo 8: Lista de Verificacion como primera linea del analisis de las condiciones del

Laboratorio de Micologia Y SU MICOIECA. ......ooiiiuiiiiiiiiiie et 62
ANexo 9: INSerto APL 20 C AUX. ... et eeeans 63
Anexo 10: Listado de hongos filamentosos almacenados. ...........ccoevveeveivieiiiiiiiieeeeneenens 66
Anexo 11: Listado de hongos levaduriformes almacenados...........c..cccevvvvvviiiiiiieeenneennns 73
Anexo 12: Metodologia para la realizacion de la micoteca................uvvvvvrvevrvviviiinnnnnnnnnnns 74

Xl



LISTA DE SIGLAS

BPL: Buenas Practicas de Laboratorio.
CEBI: Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial.
CEREMIC: Centro de Referencia de Micologia.

CINVESTAV-IPN: Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional.

CITMA: Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente.
FELACC: Federacion Latinoamericana de Colecciones de Cultivos.
IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

NTP: Notas técnicas de prevencion.

PDA: Agar papa dextrosa.

PUCE: Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.

WFCC: La Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos.

XV



CAPITULO |
1. INTRODUCCION

El pensum de la carrera de Bioguimica Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (PUCE), contempla el estudio de diversas éareas del laboratorio clinico:
Bioquimica e Inmunologia Clinica, Hematologia, Aseguramiento de la Calidad,
Administracion, Investigacién, Epidemiologia y areas de formacion general. Las areas
encargadas del estudio de patdgenos son: Microbiologia, Parasitologia, Bacteriologia,

Micologia y Virologia Clinica.

La materia de Micologia Clinica que se imparte en el octavo nivel de la carrera, tiene una
intensidad de 6 horas semanales de las cuales 2 son de aplicaciébn practica y
experimental. Los objetivos de la asignatura son: que el estudiante desarrolle la
capacidad de identificar los hongos capaces de afectar el estado de salud del ser humano
e introducir al estudiante en el manejo de buenas practicas de laboratorio. El contenido
tematico enfatiza el estudio de la etiologia, morfologia, estructura, clasificacion,
crecimiento, reproduccion y técnicas de aislamiento de las principales micosis

(superficiales, cutaneas, sistémicas y oportunistas).

El laboratorio de docencia de Micologia Clinica cuenta con equipos, materiales, reactivos
en diversas condiciones y un numero limitado de cepas preservadas; pero ademas no
contaba con protocolos para la conservacion, mantenimiento, almacenaje de las cepas de
hongos clinicos, como tampoco de integracion de nuevos hongos al cepario, lo que
conllevdé a una desorganizacion y confusién al momento de disponer de las mismas,
condiciones que podemos analizar en la lista de verificacion en el Anexo 8. De acuerdo a
las publicaciones se sabe que uno de los principios mas importantes para la conservacion
de cultivos fungicos es el mantenimiento de los medios de cultivo, de tal manera que se
garantice el ambiente y los nutrientes necesarios para conservar las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas del hongo a corto o largo plazo (Fernandez, 2005). Las
colecciones de cultivos ademas de proveer un lugar para la preservacion de los
microorganismos, cumple la principal tarea de establecer protocolos relacionados con la
conservacion y almacenaje; ya que al realizar Unicamente el aislamiento y caracterizacion
de los hongos, no es suficiente para su preservacion y posterior utilizacion (Panizo et al.,
2015).



Uno de los principales contaminantes en los cultivos son los &caros que influyeron
directamente en la calidad de las cepas (Martinez, 2009), por esta razén es importante
seleccionar adecuadamente los métodos de conservacion y almacenaje. Ciertas
publicaciones reportaron que el método de conservacion en agua destilada (método de
Castellani) es usado para grandes colecciones de hongos alrededor del mundo, debido a
su bajo costo y eficiencia al mantener la viabilidad y pureza de las cepas de hongos,
evitando asi el pleomorfismo y la contaminacion por 4caros (Fernandez, 2005). Grandes
micotecas como las del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) y la del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, han utilizado el Método de Castellani como uno de
los métodos para preservar cultivos de hongos filamentosos por una media de 30 afos;

evidenciando un alto porcentaje de viabilidad (Fernandez, 2005 & Panizo, 2015).

La Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC) recomienda emplear técnicas
de codificacibn que ayuden a registrar eficientemente la informacién de cada hongo
almacenado y de esta manera llevar un seguimiento y un control de las actividades
(WFCC, 2010).

Frente a los problemas detectados en el laboratorio de docencia de Micologia Clinica, el
estudio se enfocd en la realizacion de una moderna micoteca que se centré en la
organizacion, identificacion, reactivacion, conservacion, codificacion y almacenaje de las
muestras de hongos clinicos que son de interés para el laboratorio de Micologia Clinica
de la carrera de Bioquimica Clinica, asi como de la realizaciébn de procedimientos
operativos estandar que nos permitieron establecer protocolos para la realizacion de cada

proceso que conlleva a la ejecucién y conservacion de la micoteca.

Segun Carlos Fernandez del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” la tarea principal
que deben tener en comun los laboratorios de micologia es la elaboracién de un cepario,
que es un instrumento valioso y de uso permanente (Ferndndez, 2005). La funcion
primordial de una micoteca es la conservacién adecuada de los hongos, para lo cual se

requiere el seguimiento de ciertas normas bésicas: (Fernandez et al, 2005)

1) Preservacion y mantenimiento de los cultivos puros, viables y fieles a su identificacion.
2) Mantenimiento de estabilidad genética.

3) Conservacion de la biodiversidad.



4) Utilizacion de al menos dos métodos de preservacion, que sean los mas adecuados de
acuerdo a las caracteristicas de los hongos a conservar (Gonzales, 2006).
5) Mantenimiento de sus caracteristicas de patogenicidad.

Otra funcion de la micoteca es la adecuada codificacién de las cepas de hongos aislados,
la documentacion y sistematizacion de toda la informacién de las caracteristicas
fenotipicas; lo que condujo a una mejor organizacion, facil acceso y manejo de los

mismos.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el presente proyecto se justificd porque los
productos obtenidos del mismo sirvieron para atender al laboratorio de docencia de
Micologia Clinica de la carrera de Biogquimica Clinica y de otras unidades académicas si

asi lo requirieron, ya que :

— Se establecié como una herramienta didactica que mejoré las estrategias pedagdgicas
del docente y de esta manera se desarrollaron y optimizaron las destrezas del estudiante
en la identificacion macroscopica y microscopica de hongos de importancia clinica.

— Permiti6 la implementacion de procesos de almacenamiento de cepas de hongos.

— Se Protocolizaron los métodos de almacenamiento, conservacion y mantenimiento del
cepario.

— Se organizé y sistematizé la informacién sobre los hongos caracterizados.

— Se atendié a otras Carreras relacionadas con el area en requerimientos de cepas y

procedimientos ensayados.

En la realizacion de la micoteca para el area de Micologia Clinica de la carrera de
Bioquimica Clinica, se seleccionaron los métodos de Castellani y desecacién de papel
filtro para la conservacion de las cepas de hongos clinicos filamentosos; el método de
Castellani fue avalado por garantizar altos porcentajes de estabilidad, viabilidad y pureza
de las cepas, al igual que su bajo costo y reducida utilizacion de equipamiento y personal
especializado, por lo que constituye una alternativa para los laboratorios de bajo

presupuesto (Panizo, 2005 & Fernandez, 2013).

La complementacion del método de Castellani para la realizacion de la micoteca fue la
utilizacion del método por desecacién en papel filtro que consistié en utilizar papel

absorbente estéril sobre el cual se impregnd una solucion de células, y se dejé secar al



aire en condiciones estériles, esté método tiene el principio de la desecacion lo que
provoca la conservacion de las caracteristicas propias del hongo (Garcia, 2001).

Dentro de este proyecto se manipularon cepas que pueden constituirse como
biopeligrosas para el personal del laboratorio generando posibles infecciones segun el
tejido donde se localiza, ya sea una micosis profunda (en menor medida), micosis
subcutanea, micosis cutdneas y superficiales que son las que podemos encontrar en
mayor proporcion dentro de la micoteca. La inoculacién de las formas levaduriformes o
miceliales son los principales focos de infeccibn que se pueden encontrar en el
laboratorio, por lo que es necesario seguir ciertas normas establecidas por la NTP 539
dentro de la prevencién del riesgo biolégico en el manejo de cepas fangicas (Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2008). Estas normas destacan el uso de
equipos de proteccion personal (guantes, mascarilla, protecciéon ocular, batas y ropa de
trabajo para prevenir la exposicién), ademas de establecer un nivel de contencién frente a
los microorganismos obtenidos (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo,
2008). Para las cepas de este proyecto se utiliz6 un nivel de contencién tipo 2 para la
manipulacion de material infeccioso, en el que se recomendd el uso de cabinas de
seguridad biol6gica, ademas el estudio y posterior uso minucioso de los POE’s para la
correcta manipulacion de las cepas (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo, 2008).



Clausula para el manejo de los productos obtenidos en el trabajo de grado titulado
“Disefio de una micoteca de importancia clinica a partir de cepas reactivadas en el
laboratorio de Micologia Clinica de la carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia

Universidad Catolica del Ecuador”

En el presente estudio se explican los procedimientos de cémo fueron realizados todos
los productos obtenidos en un periodo de tiempo determinado. Por lo cual todos y cada
uno de los productos, datos y resultados (POE’s, registros, instructivos, cajas de placas,
cajas de crioviales, tuberas y fotografias macroscépicas y microscépicas con los
diferentes tipos de hongos) que se obtuvieron en el presente estudio, seran entregados a
la coordinacion de la Carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador, en forma de archivos digitales para su posterior manejos y utilizacién solo

en el caso de estudio del presente trabajo de grado.

Nosotras, Daniela Alexandra Soria Aguirre C.1.;172270195-8 y Alicia Isabel Figueroa
Carrasco, 171669101-7 como autoras del presente estudio autorizamos el uso de los

productos obtenidos Unicamente para propositos académicos.

La coordinacién de la carrera de Biogquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador se compromete a instruir al personal que estara encargado de recibir,
manejar y mantener en 6ptimas condiciones todos los productos, datos y resultados

obtenidos en el presente estudio.



1.1 OBJETIVOS

1.2 OBJETIVO GENERAL

e Diseflar una micoteca de importancia clinica a partir de cepas colectadas y
almacenadas en el laboratorio de Micologia Clinica, de la carrera de

Bioguimica Clinica de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador — Quito.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fenotipicamente las cepas de hongos y levaduras de
importancia clinica disponibles en el laboratorio de Micologia Clinica de la
carrera de Bioquimica Clinica.

o Describir las caracteristicas macroscépicas y microscépicas mediante el
uso de fichas técnicas con un registro fotografico y tetrico de las cepas.

¢ Implementar métodos estandarizados de conservacion y almacenaje para
las cepas de hongos reactivados en el laboratorio de Micologia Clinica.

¢ Implantar y sistematizar la informacion obtenido a partir de las cepas de
hongos y levaduras de importancia clinica.

e Elaborar procedimientos operativos estandar (POE’s) de conservacion,
almacenaje e integracibn de nuevas cepas de hongos y levaduras de
importancia clinica del laboratorio de Micologia Clinica de la carrera de
Bioquimica Clinica.

e Evaluar la viabilidad y pureza de las cepas de hongos y levaduras de

importancia clinica, almacenados y caracterizados.



CAPITULO I

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Generalidades y taxonomia de los hongos

Los hongos son organismos eucariontes que constituyen un complejo grupo de
organismos, para apreciar las caracteristicas morfolégicas basicas de los hongos estos
pueden ser macroscopicos (setas) o microscopicos (causantes de las micosis) (Arenas,
2014).

La micologia médica es una rama de la microbiologia la cual esta encargada de estudiar
las enfermedades producidas por los hongos. La nomenclatura y clasificacion en los
ultimos afios han cambiado, para evitar confusiones se aplica una taxonomia numérica

en la cual se consideran una anaerobia y siete aerobios (Arenas, 2014).

La taxonomia de los hongos estad basada en las caracteristicas de las estructuras de
reproduccion asexuada y en los criterios morfologicos. La clasificacion de los hongos
puede generar confusién porque estdn en permanente desarrollo ya que cada dia se
descubren nuevas especies, por tal motivo para mayor facilidad y comprension Ver Tabla
1, en el cual se presenta la clasificacion simplificada de hongos y pseudohongos (Arenas,
2014).



Tabla 1

Tabla de la clasificacion general de los hongos y pseudohongos.

Reino Protista Reino Eumycota

(inferiores/cenociticos) (superiores/septatos)

Acrasiomycota Chytridiomycota
Myxomycota Zygomycota
Oomycota Ascomycota
Mesomycetozoa Basidiomycota
Hyphocytriomycota

Labyrinthulomycota

Fuente: Arenas, R. (2014). Micologia Médica llustrada. (M. G. Hill, Ed.) (5a Edicién). México.

2.2.2 Hongos de importancia clinica

A las infecciones causadas por hongos microscopicos se las denomina micosis y toman
el nombre de la parte afectada o el hongo que lo causa. Segun su localizacién se
distinguen las micosis superficiales que afecta piel y mucosas por contacto directo con el
hongo; las micosis subcutaneas que se adquieren del ambiente y el hongo ingresa por
alguna herida; las micosis sistémicas donde las esporas del hongo ingresan por
inhalacién, colonizan y generan infecciones pulmonares y las micosis oportunistas son
causadas por hongos que forman parte de la flora normal pero que antes diferentes
situaciones como la inmunosupresion se vuelven patdgenos (Arenas, 2014). En la Tabla

2 se puede observar la clasificacion clinica de las micosis.



Tabla 2

Tabla de la clasificacién clinica de las micosis en seres humanos

Tipos Enfermedad Género del hongo
Malassezia
Superficial: Pitiriasis versicolor Hortaea
Capas externas de piel (epidermis), Tifia negra Trichophyton
cabello, ufias, mucosas Dermatofitosis Microsporum
Epidermophyton
Subcutaneo: Eumicetoma Madurella
Dermis, tejido subcutaneo y Esporotricosis Sporothrix
musculo Cromoblastomicosis Fonsecaea
Sistémico o profundo: Histoplasmosis Histoplasma
Uno o mas 6rganos / tejidos Paracoccidiodomicosis Paracoccidioides
profundos Coccidiodomicosis Coccidioides
Oportunista: Candidosis Candida
En un sujeto susceptible, cualquier  Criptococosis Cryptococcus
hongo puede ser un oportunista Zigomicosis Rhizopus

Fuente: Arenas, R. (2014). Micologia Médica llustrada. (M. G. Hill, Ed.) (5a Edicién). México.

2.2.2.1 Caracteristicas macroscopicas de hongos filamentosos y levaduriformes

Las caracteristicas macroscépicas de los hongos, corresponden a las descripciones de
los aspectos fenotipicos de las colonias. Los hongos presentan una gran diversidad de
colonias que van desde pequefias producidas por levaduras, hasta grande y algodonosas
producidas por hongos filamentosos. Las caracteristicas especialmente de hongos
filamentosos pueden variar debido a la constitucion nutritiva de los medios de cultivo,

temperatura y el tiempo de incubacion (Universidad Nacional del Noreste, 2010).



De acuerdo a (Arenas, 2014), en el analisis macroscopico de levaduras, se debe
considerar:

» Color (frente y revés): blanca, rosada, gris, anaranjada, verde, rojiza, negra, etc.

» Textura: yesosa, terrosa, granulosa, vellosa, algodonosa, cérea, aunque predomina el
aspecto cremoso y opaco.

» Superficie: elevada o plana, levantamiento central.

» Aspecto: plegado, radiado, cerebriforme, crateriforme.

> Consistencia: suave, firme, membranosa.

» Borde: regular e irregular.

» Rapidez de crecimiento 24 — 72 horas: horas.

En el andlisis macroscopico de hongos filamentosos se debe considerar:

Medio de cultivo

Tamafio: 10 — 30 mm de didmetro.

Coloracion (frente y revés): blanca, rosada, gris, verde, café, rojiza, negra.
Textura: algodonoso, velloso, aterciopelado, polvoso.

Superficie: elevada con micelio aéreo, plana, levantamiento central.

Borde: regular e irregular

YV V.V V V V V

Rapidez de crecimiento: lento (15-30 dias)
moderado (7-10 dias)

rapido (6 dias 0 menos)

2.2.2.2 Caracteristicas microscopicas de hongos filamentosos y levaduriformes

Las caracteristicas microscopicas de los hongos hacen referencia a la determinacién de
las caracteristicas relacionadas con el tipo y la forma de las células vistas al microscopio
optico. Segun (Arenas, 2014) en el andlisis microscopico de levaduras se debe

considerar la presencia o ausencia de:

» Pseudohifa: conjunto de células levaduriformes que no se han separado después de la
gemacion.
» Blastosporas: espora formada por la gemacién

» Clamidosporas: espora de pared gruesa que sobrevive en condiciones desfavorables.
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Segun (Arenas, 2014) en el andlisis microscopico de hongos filamentosos se debe

considerar la presencia o ausencia de:

» Micelio macrosifonado hialino y cenocitico: micelio con diametro mayor a 1 um, carece
de tabiques y pigmento.

» Micelio macrosifonado hialino y tabicado: micelio con diametro mayor a 1 um, carece
de pigmento y presenta tabiques.

» Micelio microsifonado: micelio con didmetro menor a 1 um.

» Modalidad de las hifas: candelabro favico, cuerpos nodulares, espirales, pectinadas,
zarcillos, rizoides, estolon.

» Microconidios: células ovoides o globosas de tamafio pequefio.

» Macroconidios: células globosas, ovoides o en forma de hoja de gran tamafio.

» Clamidoconidios: células globosas u ovoides que se localizan a nivel terminal e

intercalar. Producidas en condiciones adversas.

2.2.3 Generalidades de las micotecas

Las micotecas son consideradas como centros de conservacion de hongos, que permite
custodiar y conservar la integridad de las cepas, con el fin de garantizar un material
biol6gico adecuado para el diagnéstico y la realizacion de nuevas investigaciones y para

la ensefianza de la micologia médica (Morales, 2007 & Fernandez, 2012).

La funcién principal de una micoteca se basa en la adecuada recoleccion, ordenamiento,
sistematizacion y conservacion de todos los hongos que se encuentran en la coleccion.
La informacién obtenida de cada uno de los hongos se debe mantener en una base de
datos digital e impresa, siendo un apoyo tanto técnico como cientifico para

investigaciones posteriores (Panizo et al., 2015).

La realizacion de una micoteca y la conservacion de los diferentes hongos es una
solucion para enfrentar grandes problemas de la humanidad, que estan relacionados con
la salud y el medio ambiente, al preservar cepas que atentan contra la integridad de las
personas con una alta significancia clinica (Panizo et al., 2015), por lo que es importante
garantizar el producto de dichas colecciones aplicando medidas de aseguramiento y
control de calidad apoyandose en las normas internaciones ISO, para garantizar su

correcto funcionamiento (Oca, 2008).
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2.2.4 Micotecas en Latinoamérica

Las colecciones de cultivos en Latinoamérica varian desde, pequefios centros de

investigacion hasta grandes centros de servicios, la mayoria tiene diferentes objetivos,

intereses y politicas e incluso los microorganismos que se conservan pueden tener

diferentes usos (AAM, 2016).

Dentro de las micotecas mas importantes en Latinoamérica en el afio 2014 tenemos:

Tabla 3

Micotecas en Latinoamérica hasta el 2014

ENTIDAD

ESPECIES

SERVICIOS

ARGENTINA

Universidad Nacional de Rosario

Centro de Referencia de
Micologia (CEREMIC).

Instituto Nacional de

Enfermedades Infecciosas “Dr.

Carlos G. Malbran”. ANLIS,

Departamento de Micologia.

El Instituto de Investigaciones en

Biodiversidad y Medioambiente

(INIBIOMA, CONICET-
UNComahue).

Instituto de Medicina Regional
del Departamento Micologia de la

Universidad Nacional del Noreste

de Argentina.

1369 hongos filamentosos y

465 hongos levaduriformes.

425 levaduras, 734 hongos
miceliales y 458 hongos

dimorficos.

35 géneros de levaduras y
hongos dimérficos de
ambientes naturales y

patoldgicos.

600 hongos filamentosos,

706 levaduras.

Docencia, investigacion y

asesoramiento.

Identificacion,
caracterizacion y
distribucion de cepas a

nivel local.

Asesoramiento y de

investigacion.

Investigacion,

asesoramiento y docencia.
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Laboratorio de Micologia. DBBE
de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Buenos
Aires.

Instituto Spegazzini de Facultad
de Ciencias Naturales y Museo
de Universidad Nacional de La

Plata de Argentina.

Hongos filamentosos nativos

1195 especies,
fundamentalmente de
hongos filamentosos de

Ascomycota

Investigacion, distribucion
de cultivos,

entrenamiento.

Investigacion,
mantenimiento, repositorio
de referencia y para la

docencia.

CUBA

Ministerio de Ciencia, Tecnologia
y Medio Ambiente (CITMA).

Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial (CEBI)
de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad de
Oriente de Cuba.

Facultad de Biologia de la
Universidad de la Habana en
Cuba.

95 cepas de hongos, 120 de
bacterias y 2 de levaduras.

134 cultivos, conformado por
bacterias, hongos

filamentosos y levaduras.

573 cepas de bacterias, 439
de hongos filamentosos, 22

levaduras y 10 microalgas.

Investigacion.

Investigacion, docencia,
suministro de cepas,
conservacion e
identificacion de las

bacterias.

Investigacién y docencia.

MEXICO

Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN).

1313 bacterias, hongos
filamentosos, levaduras y

microalgas.

Aislamiento,
caracterizacion,
identificacion y distribucion
de cultivos a nivel

Nacional.

URUGUAY
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Laboratorio de Micologia del

Departamento de Bioingenieria

del Instituto de Ingenieria
Quimica perteneciente a la
Facultad de Ingenieria de

Uruguay.

735 cepas de bacterias

nativas, levaduras, 2845

cepas de hongos

filamentosos patdgenos.

Asesoramiento
identificacion y
caracterizacion de
microorganismos, y
suministra
microorganismos para

docencia, investigacion.

COLOMBIA

Pontificia Universidad Javeriana

598 especies de bacterias y

Caracterizacion,
preservacion,
identificacién molecular,

de igual manera

de Colombia. hongos. . _
suministra cepas con fines
de investigacion y
docencia.
ECUADOR

Hospital Vozandes en Ecuador

Facultad de Biologia de la

Pontificia Universidad Catdlica

del Ecuador.

1296 bacterias y hongos de

aislamientos clinicos.

2068 levaduras

Investigacién y docencia,
caracterizacion e
identificacion de

aislamientos.

Fuente: Asociacién Argentina de Microbiologia. (2014). Base de Colecciones de Cultivos

Microbianos - FELACC.

La Federacion Latinoamericana de Colecciones de Cultivos (FELACC), constituye una

red global para la preservacion de la diversidad microbiana que sostiene la vida en la

tierra, las actividades principales son la continuidad y asesoramiento para establecer

nuevas colecciones, la (FELACC) es una organizacion sin fines de lucro, se ha ocupado
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de afiliar permanentemente a colecciones privadas y publicas de paises de la region,
actualmente estan asociadas 51 colecciones de cultivos de Brasil, Cuba, Argentina,
Ecuador, México, Colombia, Peru, Venezuela y Uruguay (AAM, 2016).

2.2.5 Lineamiento para la elaboracién de Micotecas dispuesta por la Federacién

Internacional de Colecciones de Cultivos (WFCC)

La maxima organizacion que representa las colecciones de cultivos es la Federacion
Internacional de Colecciones de Cultivos (WFCC), por lo que ha implementado ciertos
lineamientos para garantizar las buenas practicas de laboratorio, enfatizando que el
equipamiento sofisticado no es un requisito y que los principios de dichos lineamientos se
deben aplicar a cualquier micoteca independientemente de su tamafio y disponibilidad
econémica (WFCC, 2010).

El contenido de dichos lineamientos incluye (WFCC, 2010):

» La organizacion debe estar dispuesta a aceptar las responsabilidades de establecer
una micoteca (Costos, modificaciones, personal, etc) a corto y largo plazo.

» El establecimiento de los objetivos a cumplirse a corto y largo plazo.

» Determinar el contenido de la micoteca empezando por la cantidad de cepas y las
politicas de acceso hacia las mismas.

» EIl personal que tiene acceso al cepario debe estar capacitado para mantener las
normas de buenas practicas de laboratorio.

» Los métodos idoneos para su preservacion.

» La autentificacion de los cultivos a través de la correcta identificacion de los mismos.

» El suministro de cultivos en el caso de ofrecer dicho servicio.

» La documentacion que nos permita obtener toda la informacion relacionada al hongo
aislado y conservado.

» Los catalogos ya sean impresos u on-line debidamente renovados.

» La realizacién de investigaciones que nos permita obtener personal de calidad y
genere nuevas contribuciones a la micoteca.

» Mantener una capacitacion constante la cual permita obtener actualizado un personal
en cuanto a técnicas e identificacion de las cepas.

» Los aspectos de bioseguridad llevados a cabo en cada uno de los procedimientos
realizados, ademas de ciertos lineamientos establecidos para entidades que ofrecen

servicios de distribucion de cultivos.
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2.2.6 Métodos para el mantenimiento y viabilidad de hongos de importancia clinica

La utilizacion de métodos de conservacion y almacenaje para los cultivos de hongos es
de gran importancia para evitar la degeneracion y el envejecimiento de los mismos.
Realizar aislamiento o resiembras no es suficiente para conservar la integridad de los
hongos, por lo que es necesario el uso de métodos de conservacion y almacenaje
correctos para preservarlos sin cambios fenotipicos y genotipicos permitiendo asi estudio
posteriores (Panizo,2015). En la actualidad se manejan diversos métodos de
conservacion, los cuales dependen fundamentalmente de las especies de hongos que se
quieren mantener y de los recursos, econémicos y de espacio que estén disponibles
(Fernandez, 2005).

Por lo tanto los cultivos de hongos deben ser aislados y conservados por al menos dos
técnicas y ubicadas en lugares diferentes para asegurar asi su rapido acceso, la
disponibilidad de cepas viables y de referencia Unica lo que ayudara a su disponibilidad

en el futuro (Panizo,2015).

2.2.6.1 Métodos de conservacion a largo plazo para hongos filamentosos y

levaduriformes

Los métodos de conservacion a largo plazo para los hongos filamentosos y
levaduriformes, son los métodos que generan mejores resultados ya que detienen el
crecimiento de las células, sin provocar su muerte. Asi se ha logrado garantizar la
estabilidad genética de los hongos por largos periodos de tiempo. Para minimizar la
perdida de cepas, estas deben ser almacenadas por al menos dos métodos diferentes
siendo uno de ellos la liofilizacion o la congelacién, ya que estos ayudan a minimizar el

riesgo de cambios genéticos (Gonzéles, 2006).

Los métodos de conservacion a largo plazo son: liofilizacion, criocongelacion
(congelacion ordinaria, congelacién ultra fria, congelacion con nitrégeno liquido)
(Gonzéles, 2006).

> Liofilizaciéon

La liofilizacion es un método a largo plazo para preservar bacterias, hongos, levaduras y

virus. El principio del método para conservar hongos es congelar la suspension conidial y
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remover el agua por sublimacion mediante vacio. Para este proceso se realizan 3 etapas
(Gonzales, 2006):

— Pre-congelacién: permite asegurar que las estructuras estén completamente
congeladas.
— Secado primario: aqui se elimina la mayor cantidad de agua por sublimacion.

— Secado secundario: remueve el agua que quedo ligada.

Este método permite lograr una estabilidad y viabilidad de los hongos por periodos
mayores a 40 afos (Alarcon, 2006). Este método es conveniente para los ceparios de
produccién masiva, ya que no requiere de atencién constante luego de almacenar los
cultivos liofilizados, ademas que no requiere mucho espacio. No obstante este proceso es
caro y complejo, y aungue no tiene la necesidad de usar equipos sofisticados, se requiere
un sistema de vacio, por lo tanto no es aplicable a laboratorios con recursos limitados
(Gonzales, 2006).

» Criocongelacién

La criocongelacion es un método de conservacion y almacenamiento a largo plazo que
garantiza la maxima estabilidad genética (Gato, 2010). Consiste en recolectar las
estructuras fangicas con un agente crioprotector a temperaturas muy bajas. El agua en el
interior de las células se congela reduciendo la actividad metabdlica del hongo
favoreciendo asi la estabilidad y viabilidad por periodos mayores a 30 afios (Macas,
2014).

El método de criocongelacion se clasifica segun la temperatura en la que se va a llevar a

cabo: congelacion ordinaria, congelacion ultra fria, congelacién con nitrégeno liquido.

— Congelacién ordinaria

La congelacion ordinaria se realiza a temperaturas entre -50°C y -20°C. Los
microorganismos permanecen viables y mantienen sus caracteristicas por uno o dos
afos, no se recomienda por periodos de almacenamiento mayores (Hernandez & Loaiza,
2014). Esta temperatura es aconsejable debido a que adn con una alta concentraciéon de

solutos en la suspension, alcanza un punto de congelacion alto (ATTC, 2001).
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— Congelacién ultra fria

La congelacion ultra fria se realiza a partir de la centrifugaciébn de una suspension
conidial, la cual se suspende en un medio con agente crioprotector como el glicerol. Esta
suspension se coloca en tubos especiales la cual con ayuda de congeladores mecanicos
a temperaturas entre -50°C y -80°C empieza el proceso de congelacion ultra fria
(Hernandez & Loaiza, 2014).

— Congelacion con nitrégeno liguido

El método de congelacion con nitrégeno liquido es el mas recomendado porque usa
temperaturas de -150°C a 196°C, lo que permite detener por completo el metabolismo
celular. La velocidad de congelacion va de 1 a 2°C/min hasta alcanzar los -30°C, luego
1°C/min hasta alcanzar -56°C, y posteriormente se coloca en nitrégeno liquido
(Hernandez & Loaiza, 2014). La principal ventaja de este método es que no tiene riesgo
de contaminacién y cambios genéticos, sin embargo, los requerimientos de equipamiento

del método hacen de este uno de los mas costosos (Herndndez & Loaiza, 2014).

» Agente crioprotectores

Los agentes crioprotectores son sustancias que protegen a las células, en el momento de
la congelacion evitando la formacién de cristales que pueden dafar las células. Existen
varios compuestos que se pueden utilizar, pero el mas utilizado es el glicerol al 15 o0 20%
(Macas, 2014).

2.2.6.2 Métodos de conservacion a corto plazo para hongos filamentosos y

levaduriformes

Estos métodos de conservacion ayudan al mantenimiento de las cepas, siendo estos los
mas utilizados cuando se requiere reactivar las cepas frecuentemente. Hay que tener en
cuenta que no se debe usar solo un método a corto plazo sino que debe estar

acompafiado de un método de conservacion a largo plazo (Alarcon, 2006).

Los métodos de conservacion a corto plazo son: cultivo seriado, suspension en agua

destilada, aceite mineral estéril.
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> Cultivo seriado

El cultivo seriado consiste en resembrar el microorganismo en un medio de cultivo fresco,
en periodos que aseguren la viabilidad del hongo. Este es un método simple con el que
se puede mantener las caracteristicas de muchos microorganismos por varios afios. Se
recomienda utilizarlo para trabajar en colecciones pequefias debido a su bajo costo,
reducido equipamiento y el tiempo de realizacion (Gonzéales, 2006).

» Suspensién en agua destilada

El método de Castellani, también llamado método de agua destilada, es una de las
técnicas de conservacion de hongos a corto plazo, mas simple y mas utilizada en la
elaboracion de micotecas. Este método trabaja a temperaturas de 2 a 8°C y ha logrado
mantener la pureza, estabilidad y viabilidad de hongos patégenos por periodos entre 2 y
8 afos (L6épez et al., 2012). El agua destilada es capaz de suprimir los cambios
morfoldgicos de la mayoria de hongos. Dentro de las ventajas de este método es que es
simple de realizar, econémico, seguro y no requerir de personal y material especializado
para su realizacién. Entre las ventajas que brinda este método estan garantiza la
estabilidad de las caracteristicas morfologicas, el mantenimiento de la viabilidad y de la
pureza del hongo, evitando el pleomorfismo y la posible contaminacién por acaros. El
método permite un manejo mas eficiente y simple de las formas filamentosas de ciertos

hongos patdgenos con menor riesgo de contaminacién en el laboratorio (Gato, 2010).

> Aceite mineral estéril

Este método consiste en cubrir con aceite mineral estéril el cultivo, el cual esta
compuesto por aceite lubricante producido a partir de petréleo (Alarcon, 2006). El fin de la
técnica es disminuir la deshidratacion del medio, retardar la actividad metabdlica del
cultivo por la pérdida de tension del oxigeno, ademas que reduce las posibilidades de
infestacion por acaros (Alarcon, 2006). Este método es utlizado para formas
estrictamente miceliales que no pueden ser conservadas por liofilizacion o

criopreservacion por ser métodos de costos elevados (Gonzales, 2006).

2.2.6.3 Métodos restringidos

Los meétodos restringidos no son habitualmente empleados, pero son Uutiles para

preservar microorganismos que no resisten a la liofilizacibn o la congelacion. Estos
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métodos se basan en detener el crecimiento del hongo a partir de la eliminacion del agua
que se encuentra dentro de las células (Garcia, 2001).

Dentro de los métodos restringidos uno de los méas importantes en el de desecacion en
papel filtro.

» Desecacion en papel filtro

La desecacion en papel filtro es un método utilizado para conservar microorganismos
incapaces de resistir la liofilizacién y congelacion. Consiste en utilizar papel absorbente
estéril, el cual sera impregnado con una solucién de células y posteriormente se dejara
secar al aire en condiciones estériles, esto producira la desecacion de las células

conservando asi las caracteristicas propias del hongo (Garcia, 2001).

2.2.7 Reactivacién e identificacién de hongos

La reactivacién es la técnica que a través de la resiembra logra obtener la mayor

viabilidad posible de una cepa conservada (Arenas, 2014).

La identificacion de los hongos empieza por la descripcibn macroscoépica de las cepas de
hongos, determinando el tamafio, coloracioén, textura, superficie, borde, medio de cultivo
para los hongos filamentos y la determinacion del color, textura, superficie, aspecto
consistencia, borde y rapidez de crecimiento para hongos levaduriformes. Posteriormente
se realiza la identificaciébn microscopica realizada a través de la técnica de microcultivo
para hongos filamentos a temperatura ambiente, que permite observar a través del
microscopio optico (40X) las partes y formas del hongo determinando asi el género y la
especie, mientras que para la identificacion de levaduras se realiza la siembra a 37°C y
posterior andlisis de tubo germinal, chromagar o a través de pruebas de asimilacion de

azucares (API 20 C AUX) para la determinacion de la especie (Arenas, 2014).

2.2.8 Documentaciéon de un cepario de hongos

Uno de los lineamientos mas importantes establecidos por la WFCC es la documentacion
adecuada del cepario, en el cual se lleva registros de cada cepa conservada, incluyendo

informacién importante como (WFCC, 2010):
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— Lugar

— Huésped

— Fecha de aislamiento

— Nombre de la persona que aisl6

— Depositante ( otra fuente de la cepa, como otra coleccidn)
— Nombre de la persona que identificé la cepa

— Método de conservacion empleado

— Medio de crecimiento éptimo y temperatura

— Datos sobre caracteristicas bioquimicas de haberlas

2.2.8.1 Codificacién o sistematizacion

Todas las micotecas deben tener una correcta identificacion de sus colecciones de
hongos, ya que si no fuera asi, el personal corre el riesgo de usar microorganismos
equivocados y de esta manera provocaria una pérdida de tiempo, publicaciones de
resultados erréneos y pérdida de presupuesto (Culture & Collection, 2010).

2.2.8.2 Técnica de codificacion o sistematizacion

Las técnicas de codificacion consisten en suministrar cédigos, ya sean numéricos o
alfanuméricos. Esta es una de las formas para que la informacion de las cepas sea
registrada eficientemente y posibilite llevar lleve a cabo un seguimiento y/o control de

actividades realizadas con las mismas (Culture & Collection, 2010).

Al momento de realizar una codificacion se debe llevar un registro manual y digital de
cada una de las cepas que estan conservadas en la micoteca, estas deberian incluir por
lo menos la fecha de aislamiento, el nombre de la persona que realizo el aislamiento, el
nombre de la persona que identificd la cepa, el método que se estd empleando para su
conservacion, el medio 6ptimo para su crecimiento y su temperatura. Por seguridad para
el laboratorio, todos estos registros se deben computarizar y duplicar para que sea mas
facil su acceso. Todo el personal que esté a cargo de la coleccion de hongos, debe estar
familiarizado con el sistema operativo y los protocolos de tal manera que, en ausencia del
personal encargado, los otros analistas sepan encontrar informacion de la micoteca
(Culture & Collection, 2010).
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2.2.8.3 Foto documentacién

Una vez finalizada toda la identificacion tanto macro como microscépica de los diferentes
hongos clinicos, se debe realizar una foto-documentacién con registros digitales o
impresos, los cuales deben estar en forma clara y ordenada.

2.2.9 Plan de seguimiento de las cepas conservadas en la micoteca

El plan de seguimiento hace referencia al chequeo continuo de la viabilidad de las cepas
conservadas, lo cual ayuda a no perder el material que ha sido almacenado. Este
monitoreo puede realizarse por diferentes métodos, en el caso de la preservacion por
métodos a corto plazo es suficiente realizar una resiembra en un medio fresco, siendo
este incubado y posteriormente determinar la viabilidad del mismo. En caso de métodos
de preservacion a largo plazo como es el caso de las levaduras se realiza
cuantitativamente por el método de conteo en placa por diluciones seriadas (Gonzales,
2006).

El tiempo en el que se conserven los diferentes hongos ya sean miceliales como
levaduriformes va a depender del medio en el que se realiza la siembra, los nutrientes, el
método de preservacion, el tamafio del inéculo y la capacidad del hongo para
desarrollarse en el medio sin perder las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
(Gonzéles, 2006). Para determinar la viabilidad de las cepas ya conservadas es
necesario realizar un seguimiento periddico el cual se puede realizar cada 3 meses
eligiendo cepas al azar, aunque ya ha sido probado que el método de Castellani
aseguran la viabilidad de las cepas por periodos mayores a los 10 afios ( Fernandez,
2005 & Panizo, 2015).

2.2.10 Elaboracion de procedimientos operativos estandar (POE’s)

Los POE’s son considerados como herramientas para asegurar la reproducibilidad y
consistencia de las caracteristicas de los productos o procesos realizados por diferentes
entidades, a partir de la asignacion de funciones y responsabilidades al personal
encargado. Dichos POE’s son requeridos por las Buenas Préacticas de Laboratorio (BPL)
y organismos como la ISO para garantizar la calidad de los procesos a través de registros

y ademas que ayuden a minimizar o eliminar errores (ANMAT, 2011).
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2.2.10.1 Que son y cudl es la funcién de los (POE’s)

Los POE’s son documentos que describen detalladamente los procedimientos a
realizarse en cada proceso con el fin de obtener diferentes productos, permitir al personal
desempefiarse mejor al aplicar practicamente el contenido del POE, y de la misma forma
evaluar al personal al conocer su desempefio (ANMAT, 2011).

2.2.11 Como se estructura un procedimiento operatico estandarizado

Como primera instancia para la elaboracion de un POE se deben responder las
siguientes preguntas (ANMAT, 2011):

¢ ;. Por qué esta siendo realizada la tarea?
¢ ; Quién esta realizando la tarea?

¢ ;Qué estan haciendo?

¢ ;Con qué frecuencia?

e ;Cuales son los limites?

¢ . Cuales son las medidas correctivas y preventivas?

Después de responder las preguntas planteadas anteriormente, se deben seguir los

siguientes pasos:

— Escribir en tercera persona, lo que se va a realizar, esto debe estar en forma sencilla,

clara y precisa

Identificar las tareas que se van a realizar

Registrar todo lo que se ha hecho

Verificar todo el procedimiento realizado

Corregir y mejorar si es necesario

Los POE’s deben ser probados antes de ser puestos en vigencia ya que su aplicacion
contribuird a garantizar un mantenimiento de los niveles de la calidad y minimizar o
eliminara errores del personal a cargo (ANMAT, 2011).

Los POE's por lo general son elaborados por instituciones que estan vinculadas con la

investigacion, a laboratorios e industrias afines (Cataldi, 2011).
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2.3MARCO CONCEPTUAL

e Auxonograma: prueba que se utiliza para evaluar la capacidad que tiene las
levaduras de asimilar diferentes carbohidratos (glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa,

lactosa, celobiosa, trehalosa, etc) (Linares & Solis, 2007).

o Crioprotectores: sustancia que penetra los tejidos impidiendo la formacién de

cristales de hielo cuando baja la temperatura (Hernandez & Loaiza, 2014).

o Desecacion: Eliminar el agua disponible para las células paralizando su crecimiento
(Garcia, 2001).

e Foto documentacion: es una documentacion en forma fotografica la cual debe llevar

un registro digital.

¢ Hongos de importancia clinica: son hongos principalmente de interés médico que

causan micosis en los humanos (Fernandez, 2013).

e Micoteca 0 cepario: es una coleccion de hongos tanto microscopicos como

macroscopicos (Panizo et al., 2015).

e POE’S: procedimientos Operativos Estandarizados, son documentos que describen

pasos en orden secuencial de todas las operaciones (Cataldi, L. Guelfand, 2011).

e Sistematizacién: son técnicas de codificacién que proporcionan codigos, numéricos

como alfanuméricos (Culture & Collection, 2010).

e Sublimacién: paso de estado sélido a gaseoso sin pasar por el liquido.
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CAPITULO 1lI
3 MARCO METODOLOGICO

El presente proyecto se realiz6 en cinco fases de trabajo en el laboratorio:
Reactivacion de las cepas de hongos.

Identificacién microscépica y macroscopica de los hongos.

Foto documentacion.

Coadificacion, almacenamiento y conservacion.

S

Elaboracion de POE’s de ingreso de cepas nuevas, identificacion de hongos

filamentosos, identificacion de hongos levaduriformes y de conservacién y almacenaje.

3.1 Procedimientos de laboratorio
3.1.1 Medios e insumos
Tabla 4

Reactivos, medios, materiales y equipos para los procesos de identificacion, almacenaje

y codificacion de hongos

COLORANTES
Y MEDIOS DE
MATERIALES EQUIPO
SOLUCIONES CULTIVO
Microscopio Gptico LEICA
Azul de Agar papa AsasenlLy CME y Leitz wetzlar
lactofenol dextrosa calibradas Microscopio Optico
OLYMPUS CX31
o o _ Estereomicroscopio
Acido lactico Agar avena Pinzas
SEMCA
. Incubadora a temperatura
_ Agujas de _
Agua destilada Agar sabouraud , y ambiente Incubadora
diseccion
memmert 37°C
Tinta china Agar - Agar Cajas Petri de Refrigeradora Indurama 2
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plastico y vidrio ag8°C

API 20 C AUX x Porta y cubre Cémara canon t2i semi-

25 galerias objetos profesional

Agar harina de Camara Sony Cyber shot
Tubos tapa rosca _

maiz 16.2 Mega pixels

Crioviales de 2ml Céamara OLYMPUS U-
CMAD3 (INFINITY 2)

Papel de parafina

Esmalte

transparente

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

3.1.2 Procedimiento de reactivacion de hongos

A partir de las cepas colectadas y almacenadas en el laboratorio de Micologia Clinica, se
realiz6 la reactivaciéon empleando la técnica de repique en medios nutritivos y que faciliten
la esporulacion como el agar avena y papa dextrosa (Rezusta, 2011) para hongos
filamentosos y agar sabouraud para levaduras. El gran contenido de glucosa y bajo pH
del medio ayudd al crecimiento selectivo de los hongos evitando de esta manera la
contaminacién por bacterias. Esta técnica nos permitié recuperar las cepas que fueron
almacenadas en el laboratorio de Micologia Clinica, mediante la extraccion de un borde
de la colonia que contenia micelios o levaduras respectivamente el cual fue resembrado

en el agar.

3.1.3 Identificacién macroscépica y microscopica de los hongos filamentosos y

levaduras

Para el estudio de los hongos filamentosos y levaduras de importancia clinica se realizé
la identificacién de cada especie, mediante la descripcion macroscopica de la colonia y la
identificacion de las estructuras microscoépicas de los hongos, como podemos ver los

Anexos 5-6.
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3.1.3.1Identificacion macroscopica

La identificacion macroscépica de hongos filamentosos y levaduras de importancia clinica
se realizd a partir de la observacion de las colonias fungicas ya desarrolladas, y con la
ayuda de atlas y micologias médicas se describié el color, forma y aspecto de cada

colonia.

3.1.3.2 Identificacion microscépica

La identificaciébn microscopica de hongos filamentosos se realizd a partir de montajes en
azul de lactofenol por medio de las técnicas de cinta adhesiva y microcultivo, ademas de
la utilizacibn de &cido lactico para hongos demataceos, las cuales permitieron la
identificacion de las estructuras flngicas.

Para la identificacion microscopica de levaduras como técnica preliminar se realiz6 la
tincion de Gram sobre un montaje en placa de cada levadura con el fin de asegurar la
pureza de la cepa, posteriormente se emplearon técnicas como las pruebas fisiologicas y
dentro de estas el tubo germinal que permite diferenciar las especies de Candida
albicans/Candida dubliniensis de las no albicans, y su confirmacién a través de la técnica
de clamidosporas que a través de la formacion de clamidoconidios nos permitié
diferenciar Candida albicans de las no albicans, el uso del APl 20 C AUX mediante la
fermentacion de hidratos de carbono contribuy6 a la identificacién de todas las especies
de levaduras y la identificacion de Cryptococcus neoformans a través de la tincién de tinta
china visualizando la capsula de polisacéarido de la levadura (Ministerio de Salud Perq,
2007).

» ldentificacién microscépica de hongos filamentosos
Para la identificacién microscépica de hongos filamentosos se emplearon las técnicas de

cinta adhesiva y microcultivo.

— Técnica de cinta adhesiva

Esta técnica fue una de las més utilizadas por conservar las estructuras originales de las
esporas e hifas y se la trabajé como primer indicio en determinar el género y especie de
los hongos ya sembrados. La técnica se realiz6 a partir de la obtencion de conidios

mediante la cinta adhesiva que posteriormente se colocé sobre un portaobjetos con una
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gota de azul de lactofenol y se procedi6 a la visualizacion con el objetivo 40X las
estructuras microscopicas del hongo en estudio.

— Técnica de micro-cultivo

Uno de los métodos mas precisos y que permitié observar las estructuras fungicas in situ
es el microcultivo; en el cual se sembro el hongo alrededor de una capa de agar avena en
forma circular que estuvo sobre una caja del mismo agar, se cubrié con una placa cubre
objetos y posteriormente se incubo a temperatura ambiente por aproximadamente 7 dias,
en una placa portaobjetos se colocé una gota de azul de lactofenol o &cido lactico
(hongos demataceos) y se colocé la placa cubreobjetos, posteriormente se observd con
el objetivo 40X todas sus estructuras microscoépicas; dicha identificacion fue apoyada en

atlas y micologias médicas.

» ldentificacion microscopica de levaduras

Para la identificacién de levaduras se realizaron las técnicas de tubo germinal, la técnica
para determinar la produccién de clamidosporas, perfil de asimilacion de azucares y la

tincién de tinta china.

— Tincién Gram

La tincion de Gram es una técnica preliminar para la identificacion de levaduras que nos
permitié constatar la pureza de la cepa. Para la tincibn se tom6 un in6culo con la punta
del asa redonda y se mezcl6 sobre una gota de agua destilada en una placa porta objetos
dejando secar a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se fij6 la placa al fuego

del mechero y se realizé la tincibn como se observa en la Tabla 5.
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Tabla 5

Procedimiento para la tincion de Gram.

Reactivos Tiempo

Cubrir el in6culo con cristal violeta

Dejar 1 min
Lavar la placa con abundante agua
Cubrir el in6culo con lugol Dejar 1 min
Lavar la placa con abundante agua
Cubrir con alcohol cetona Dejar 30 seg
Lavar la placa con abundante agua
Cubrir el in6culo con safranina Dejar 1 min

Lavar la placa con abundante agua

Dejar secar y visualizar al microscopio con el lente objetivo de 40X para enfocar

y 100X con aceite de inmersion para identificar.

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

— Técnica de tubo germinal

La técnica de tubo germinal nos permiti6 diferenciar las especies de Candida
albicans/Candida dubliniensis de las no albicans. Para esta técnica se suspendié un
indculo de la cepa del género Candida con la ayuda de un asa de platino esterilizada en
200 pl de suero humano y se incubd a 37°C por 2 horas. Se coloco una gota de esta
suspension en una lamina porta objetos y una lamina cubre objetos sobre la misma. Su

posterior visualizacion al objetivo de 40X nos permitié diferenciar las especies de Candida
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albicans de las no albicans, mediante el desarrollo de una estructura tubular a partir de la
levadura (Ministerio de Salud Peru, 2007).

— Técnica de identificacion de clamidosporas

En la técnica de identificacién de clamidosporas se utilizé6 un medio pobre como el Agar
Harina de Maiz. Con ayuda de una aguja de inoculacién o asa redonda esterilizada se
inoculé atravesando el agar una parte de la colonia y se coloc6 un cubre objetos sobre el
in6culo, incubandola a 28°C por 24 a 72 horas en aerobiosis. Posteriormente se visualizé
al microscopio 6ptico con el objetivo de 40X la formacion de esporas asexuales con

paredes gruesas refringentes denominadas clamidosporas (Duarte, 2009).

— Perfil de asimilacién de azucares

El perfil de asimilacion de azucares se baso6 en el auxonograma de carbohidratos que nos
permitié diferenciar las especies de levaduras mas frecuentes, a partir de 19 ensayos 0,
D-GLUcosa, GLYcerol, 2-ceto-Gluconato calcico, L-aARAbinosa, D-XYLosa, ADOnitol,
XyLiTol, D-GALactosa, INOsitol, D-SORbitol, Metil-aD-Glucopiranosida, N-Acetil-
Glucosamina, D-CELlobiosa, D-LACtosa (origen bovino), D-MALtosa, D-SACarosa, D-
TREhalosa, D-MelLeZitosa, D-RAFinosa. La lectura de estas reacciones se las realiz6 por
comparacion con los testigos de crecimiento y la identificacién se obtuvo con la ayuda del
catalogo analitico Ver Anexo 6. Para estos perfiles de asimilacién de azucares se utilizé
un sistema comercial de identificacion como es el APl 20C AUX (método manual)
(BIOMERIEUX, 2010).

» Técnica de tinta china para la identificacion de Cryptococcus neoformans

La tinta china es una técnica para identificacion de Cryptococcus neoformans, en la que
se mezcl6 parte de la colonia con una gota de tinta china y se visualizé con el objetivo de
10 X y 40X. Se evidencié la presencia de Cryptococcus mediante la visualizacion de un
halo claro y grueso alrededor de la levadura que hace referencia a la cipsula que es

propia de esta levadura (Ministerio de Salud Peru, 2007).
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3.2 Codificacién y almacenaje

La informacion obtenida se organizé en una hoja electrénica para facilitar el andlisis de la
informacion como podemos ver en los Anexo 10-11. A las cepas de hongos que fueron
identificadas y foto documentadas se las codificd (cddigos numéricos y alfanuméricos)
para que en el futuro el personal del laboratorio encuentre con mayor facilidad y rapidez
las cepas que se encuentran en diferentes métodos de conservacion; esta codificacion
incluyo: el codigo de almacenamiento del hongo, el nombre, el lugar y posicion donde se
encuentra segun el método de almacenamiento y la fecha de almacenamiento como

podemos observar en el Grafico 1 (Culture & Collection, 2010).

3.2.1 Codificacion de almacenaje

Formato de etiquetas para el almacenamiento de hongos filamentosos y levaduriformes,
para las técnicas de papel filtro, agua destilada, repique agar-agar y placas, donde la
etiqueta 1 corresponde al almacenamiento de placas, la etiqueta 2 corresponde al
almacenamiento de hongos levaduriformes en tubos con agua destiladas, la etiqueta 3
corresponde al almacenamiento de hongos filamentosos en papel filtro, y cada uno de
ellos colocados en un criovial, la etiqueta 4 corresponde al almacenamiento de levaduras
en crioviales, como se puede ver en la Figura 1.

1 @) 2

3 '4

Figura 1. LM: Laboratorio de micologia, Género y especie: Microsporum canis / Candida
albicans, 001: el numero de aislamientos de la misma especie, Etiqueta verde:
Corresponde al proceso de codificacién y almacenaje, Fecha de elaboracién: Es la

fecha en que se almacena el hongo.
Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)
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El almacenaje de las cepas de hongos filamentosos se realizd por los siguientes

métodos;:

e Método de desecacidn en papel filtro: Se obtuvieron circulos de papel filtro poro
grueso con la ayuda de una perforadora, y se colocaron a autoclavar en cajas Petri de
vidrio, por 15 min. Posteriormente se incubaron las cajas a 40°C hasta que estén
completamente secas Yy listas para utilizarse. En la practica se impregnd en los circulos
de papel filtro estéril una solucién de células fungicas y dejé secar a temperatura
ambiente en cajas Petri de vidrio por cada hongo en condiciones estériles y se almaceno

en crioviales de 2ml como se observa en la Imagen 5 del Anexo 12 (Garcia, 2001).

e Método de agua destilada estéril (Castellani): Se obtuvieron tubos tapa rosca y se
colocd en cada uno de ellos 5ml de agua destilada y se autoclavaron por 15 min. Se
colocaron los tubos en gradillas y a refrigeracion de 2 a 8°C hasta su uso. Sobre los
mismos se suspendieron fragmentos miceliales del hongo en agua destilada estéril, y se
lo almaceno a temperaturas (2° a 8°C) como procedimiento propio de la técnica como se

observa en la Imagen 4 del Anexo 12 (Lopez et al., 2012).
El almacenaje de las cepas de hongos levaduriformes se realiz6 por el siguiente método:

— Repique en agar agar: En crioviales se dispensd 1ml de solucién agar agar y se dej6
solidificar a temperatura ambiente. Con un asa en punta se tomé una muestra de la

levadura y se introdujo verticalmente en el medio realizando la inoculacion del mismo.

3.3Procedimiento operativo estandar

Una vez que los métodos y técnicas para la identificacion, conservacion, almacenaje e
integracion de nuevas cepas fueron realizados y se haya garantizado su efectividad al
conservar las caracteristicas fenotipicas propias de los hongos, se elaboraron POE’s
para cada proceso, de una manera clara y concreta siguiendo los pasos establecidos en
el literal 2.2.11.

Cada POE consta de un cédigo de identificacibn como podemos observar en el literal
3.3.1, un objetivo general, definiciones puntuales que ayuden al entendimiento del mismo,
el personal encargado y el alcance de los POE’s, el procedimiento de cada proceso
realizado con flujogramas como podemos ver en los Anexos 1-2-3-4, etiquetas para

codificacién de cepas ya sea de ingreso o de almacenamiento si es que el procedimiento
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lo requiere y criterios de aceptacion - rechazo de cepas como de eliminacion de material

contaminado.

De igual manera para cada POE se elaboraron registros e instructivos como material de

apoyo y control de calidad de procesos Ver Anexo 7.

3.3.1 Identificacion de documentos y registros.

TIPO VERSION

LM-D1-01

DOCUMENTO

NUMERO

Laboratorio de micologia —documento 1 —version 01

Figura 2. Formato para la identificacién de documentos

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

TIPO VERSION

-R1-01

K_Y_)

NUMERO

\
Z

REGISTRO

Laboratorio de micologia —registro 1 — versién 01

Figura 3. Formato para la identificacion de registros

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

3.4Control de calidad de medios y colorantes

Se obtuvo una cepa pura de Candida albicans como cepa control con la cual se verificd
que los medios de cultivo cumplan con los requerimientos necesarios para el optimo
crecimiento, de tal manera se constaté que la cepa control se desarroll6 con las

caracteristicas macroscoépicas y microscopicas tipicas de la especie asi mismo se evalué
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gue el crecimiento no se vea interrumpido por el crecimiento de otros hongos o bacterias
(Meyer & Traynor, 2012).

El control que evito la contaminacién por acaros se lo realizo a través de una continua

descontaminacion con hipoclorito de sodio en el &rea en la que se almacend la micoteca.

3.4.2 Control de esterilidad de medios y agua destilada

Una vez preparados los medios de cultivo y a un nimero de cajas al azar se puso a
incubar a 35°C durante 24 horas. Como criterios de aceptacion de los medios es que no
debe haber ningun crecimiento ya sea bacteriano como fungico, si existe crecimiento se
rechaza todo los medios realizados (Méndez, 2016).

Dentro del control del agua destilada al igual que los medios de cultivo se coloc6é una

alicuota a incubar, siendo el mismo criterio de aceptacién o rechazo.
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CAPITULO IV
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4.1 MARCO LOGICO

Tabla 6

Matriz de marco légico

OBJETIVO

INDICADOR

FUENTE DE VERIFICACION

FACTOR EXTERNO
O SUPUESTO

ACTIVIDADES
INSUMOS

Caracterizar fenotipicamente las
cepas de hongos y levaduras
clinicos disponibles en el
laboratorio de Micologia Clinica
de la carrera de Bioquimica

Clinica.

Se caracterizaron
fenotipicamente 66
cepas, de un total de

89 hongos.

Fotografias macroscopicas y
microscopicas de cada cepa
de hongo *.

Registros del total de hongos
filamentosos y levaduriformes
Ver Anexo 10-11.

Falta de cepas para
realizar los
aislamientos y

caracterizacion

Fotografias macro y
microscopicas.
Bases de datos de

sSus aislamientos**,

Describir las caracteristicas

macroscoépicas y microscopicas

Se evidenciaron

fotos macroscépicas

Fotografias macroscopicas y
microscoépicas de cada cepa

de hongo*.

Falta de viabilidad

Fotografias macro y

mediante el uso de técnicas con _ o de las cepas. ) o
, o . y microscopicas de  Bases de datos de sus microscopicas.
registro fotografico y tedrico de _ _
los 89 hongos. aislamientos**.
las cepas.
Implementar métodos Elaboracion de POE de conservacion y NA POE de

estandarizados de conservacion

POE’s de

almacenaje con registros e

conservacion y
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y almacenaje para las cepas de
hongos reactivados en el
laboratorio de Micologia Clinica.

conservacion y

almacenaje.

instructivos Ver Anexos 4-7.

almacenaje con
registros e

instructivos ***,

Implantar y sistematizar la

informacién obtenida a partir de

Sistematizacion de

Formato de Excel con

Formato de Excel

con informacién

la informacion de los informacion ordenada de cada NA
las cepas de hongos y levaduras ordenada de cada
. 89 hongos. hongo Ver Anexos 10-11.

clinicos. hongo **.
Elaborar procedimientos
operativos estandar de Elaboracion de
conservacion, almacenaje e POE’S de o ) _ o _
) y y POE’s, instructivos y registros POE’s, instructivos
integracion de nuevas cepas de  conservacion, .

de cada proceso Ver Anexos NA y registros de cada

hongos y levaduras clinicos del
laboratorio de Micologia Clinica
de la carrera de Bioquimica

Clinica.

almacenaje e
integracion de

nuevas cepas.

1-2-3-4-7.

proceso ***,

Evaluar la viabilidad y pureza de
las cepas de hongos y levaduras
clinicos, almacenados y

caracterizados.

Reactivacion de las

66 cepas de hongos.

Fotos del crecimiento de cada
cepa Ver Anexo 12, Imagen
8.

Falta de viabilidad
de las cepas en la
comprobacion del

método.

Fotos del
crecimiento de cada

cepa.

*Material fotogréafico, ** Base de datos en formato de Excel de la informacion de cada hongo, *** Archivo PDF de POE’s, registros e instructivos, NA no

aplica.

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017).
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4.2 CRONOGRAMA

A continuacion se detallan las actividades que se realizaron en este proyecto durante el
periodo de febrero del 2016 a marzo del 2017. Las cuales fueron desarrolladas en las
fechas establecidas en la tabla 7 con el cumplimiento de los objetivos planteados al inicio
de este proyecto.
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Tabla 7

Cronograma de actividades

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

PERIODO 2016

PERIODO 2017

FEB

MAR

ABR

MAY

JUN

JUL

AGO

SEP

OCT

NOV

DIC

ENE

FEB

MAR

Aprobacion del Tema y Designacién de

11,
director

> Redaccion del Plan de Trabajo de
Titulacion

3 Aprobacion  del Plan de Trabajo de
Titulacion

4 | Seleccién de muestras

5 | Recoleccion de muestras

6 | Reactivacion de las Muestras

7 |Realizacion de Pruebas de identificacion

8 |Foto documentacion de las muestras

9 Codificacion y Almacenamiento de las
Muestras

10 | Realizacion de los POE’s

11 [Redaccion de la Trabajo de Titulacion

12 Presentacion y defensa del Trabajo de

Titulacion
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4.3 PRODUCTOS OBTENIDOS DE LA TESIS

Como se indica en la tabla 8, de total de 89 cepas caracterizadas 84 (94,38%)
pertenecen a hongos filamentosos y 5 (5,62%) a hongos levaduriformes.

Tabla 8

Tabla de la clasificacion de hongos aislados

TIPO DE HONGO

Filamentoso 84 94,38%
Levaduriformes 5 5,62%
Total general 89 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

En el andlisis en la Tabla 9, se puede observar que de los (89) hongos aislados, 84
(94,38%) corresponden a hongos filamentosos, de los cuales 61 (68,54%) fueron
identificados macroscopicamente mediante el aislamiento en agar avena y agar papa
dextrosa (PDA), y reconocidos microscopicamente a través de las técnicas de cinta
adhesiva y microcultivo. Mientras que los 23 (25,56%) restantes competen Unicamente a
la caracterizacién microscopica del hongo debido a la falta de cepas para su aislamiento.
Y solo existe la conservacion por placa. También podemos observar que de los de los
(89) hongos aislados, solo 5 (5,62%) corresponden a hongos levaduriformes, los cuales
fueron aislados en agar sabouraud comprobando su pureza a través de la tinciéon de
Gram. De este 5,62% solo 1 (1,12%) corresponde a Cryptococcus neoformans, el cual
fue identificado mediante la técnica de API 20 C AUX vy tincidn con tinta china, el otro
1,12% corresponde a Rhodotorula spp, que fue identificado Unicamente por la técnica de
API 20 C AUX y por ultimo se puede observar que las 3 (3,37%) levaduras restantes
concuerda con la caracterizacion género Candida las cuales fueron identificadas a traves

de las técnicas de API 20 C AUX, tubo germinal y técnica de clamidosporas.
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Tabla 9

Técnica de identificacion de hongos filamentosos y levaduriformes

METODO DE IDENTIFICACION

Filamentoso
Microcultivo, Cinta adhesiva
Técnica en placa
Levaduriforme
Técnica API
Técnica API, Tinta China
Técnica API, Tubo germinal, Clamidosporas

Total general

84

61

23

89

94,38%
68,54%
25,84%
5,62%
1,12%
1,12%
3,37%

100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

En la tabla 10, se observa un analisis detallado de los métodos de conservacion que se
utilizaron para las 89 cepas aisladas. De un total de 84 (94.38%) hongos filamentos, 61
(68,54%) corresponden a hongos que fueron conservados por los métodos de agua
destilada, papel filtro y placas, y 23 (25,84%) que pertenecen a hongos de los cuales no
existen cepas aisladas y solo existe la conservacién por placa. De los 5 (5,62%) que

corresponden a hongos levaduriformes se los conservé por el método de repique en

medio agar agar.
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Tabla 10

Tabla de los métodos de conservacion para hongos filamentosos y levaduriformes

TIPO DE CONSERVACION

Filamentoso 84 94,38%
Agua destilada / Papel filtro 61 68,54%
No aplica 23 25,84%

Levaduriformes 5 5,62%
Tubos 2ml agar-agar 5 5,62%

Total general 89 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

Se detalla en la tabla 11, el nimero total de placas que existe por cada tipo de hongo, es
decir que de los 84 hongos filamentos existe un total de 159 placas tefiidas con azul de
lactofenol o acido lactico indiferentemente, que corresponde a un 96,95%, y para los 5

hongos levaduriformes existen 5 placas en total con un porcentaje de 3,05%.

Tabla 11

Tabla del total de placas entregadas por tipo de hongo

Numero de Placas por hongo

Filamentoso 84 159 96,95%
Levaduriforme 5 5 3,05%
Total general 89 164 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)
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En la tabla 12 se puede observar que de los 61 hongos conservados por el método de
agua destilada o método de Castellani, 51 (83,61%) cepas presentaron caracteristicas de
alta viabilidad y pureza ya que hubo desarrollo sin muestra de contaminacion; mientras
que 10 (16,39%) cepas expresaron crecimientos diferentes a los propios de cada uno de
los hongos almacenados, lo que nos indicé que estaban contaminados.

Tabla 12

Tabla de la evaluacién de la viabilidad de hongos filamentosos por el método de agua

destilada.
AGUA DESTILADA
Cepa contaminada 10 16,39%
Cepa pura 51 83,61%
Total general 61 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

En el andlisis de la tabla 13 se puede visualizar que de los 61 hongos conservados por el
método de papel filtro, 57 (93,44%) cepas presentaron caracteristicas de pureza y
viabilidad ya que no se expresd ningun crecimiento ajeno al de cada hongo, lo que nos
indica que las cepas estdn completamente puras; en las 4 (6,56%) cepas restantes se
manifestd una contaminacién, indicando un crecimiento impropio de las caracteristicas

macroscopicas de cada hongo.

Tabla 13

Tabla de evaluacién de la viabilidad de hongos filamentosos por el método de papel filtro

PAPEL FILTRO

Cepa contaminada 4 6,56%
Cepa pura 57 93,44%
Total general 61 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)
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En la tabla 14 se puede observar que de los 5 hongos levaduriformes conservados por el
método de repique en agar — agar, las 5 (100%) cepas presentaron caracteristicas de
viabilidad y pureza ya que no mostraron ningun crecimiento diferente a los propios de

cada uno de los hongos almacenados.

Tabla 14

Tabla de evaluacion de la viabilidad de hongos levaduriformes por el método de repique

en agar agar

AGAR - AGAR

Cepa pura 5 100,00%

Total general 5 100,00%

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)

Cada proceso fue realizado siguiendo procedimientos operativos estandar, los cuales
fueron apoyados con registros e instructivos, cada uno de ellos mencionados en la tabla
15; los cuales nos permitieron y permitiran al personal encargado de mantener la
micoteca y a quienes hagan uso de la misma, llevar un control de calidad de cada

proceso asegurando la correcta identificacion y conservacion de los hongos.
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Tabla 15

Lista detallada de los procedimientos operativos estandar, registros e instructivos que

corresponden a cada POE

(LM-D1-01)

(LM-R1-01)
Ingreso de nuevas cepas

Procedimiento operativo estandar de ingreso

de nuevas cepas

(LM-R2-01)
Registro de temperaturas

(LM-R3-01)
Instructivo de cultivo y subcultivo de nuevas
cepas de hongos filamentosos y
levaduriformes

(LM-D2-01)

Procedimiento operativo estandar de
identificacion de hongos filamentosos

(LM-R2-01)
Registro de temperatura

(LM-R4-01)
Registro de identificacion de hongos
filamentosos

(LM-R5-01)
Instructivo de identificacion de hongos
filamentosos

(LM-D3-01)

Procedimiento operativo estandar de
Identificacion de hongos levaduriformes

(LM-R2-01)
Registro de temperaturas

(LM-R6-01)
Instructivo de identificacion de hongos
levaduriformes

(LM-R7-01)
Registro de identificacién de hongos
levaduriformes

(LM-D4-01)

Procedimiento operativo estandar de
Codificacién y almacenaje de hongos
filamentosos y levaduriformes

(LM-R2-01)
Registro de temperaturas

(LM-R8-01)
Instructivo de codificacion y almacenaje de
hongos filamentosos y levaduriformes

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)
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4.4 CONCLUSIONES

— Las micotecas son centros de conservacion de hongos que permiten proteger la
integridad propia de los mismos, garantizando a un laboratorio de docencia una
herramienta didactica que mejore las estrategias de ensefianza, optimizando las
destrezas del estudiante en la identificacion macroscépica y microscopica de una gran

variedad de hongos.

— A partir de las 66 cepas obtenidas de los hongos almacenados en el laboratorio de
micologia clinica, se recuperaron 61 hongos filamentosos de los cuales predominan los
hongos oportunistas, y se recuperaron 5 hongos levaduriformes de los cuales todos son

patdgenos oportunistas.

— La informacion recolectada de los 89 hongos contiene género y especie, codificacion,
fecha de almacenamiento y condiciones de siembra en caso de ser necesario y la
ubicacién de cada uno segun su método de conservacion y placas, se entrega en formato

digital como material de apoyo para el facil acceso del hongo.

— Gracias a la sistematizacion y organizacion de los 89 hongos caracterizados se puede
acceder a los mismos como una herramienta de docencia, la cual es entregada en

formato digital.

— Después de la evaluacién y comprobacién de los métodos de conservacién para
hongos filamentosos se obtuvo el 83,61% de viabilidad por el método de agua destilada y
93,44% por el método de papel filtro concluyendo que el método de papel filtro ademas
de ser accesible permite conservar hongos por periodos mayores a 4 meses reduciendo

al minimo su contaminacion.

— En la evaluacion de la viabilidad de hongos levaduriformes a partir del método de
conservacion se obtuvo el 100% de recuperacion, por lo que se le considero un medio

optimo para su almacenamiento.
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4.5 RECOMENDACIONES

— Posteriormente se recomendaria utilizar métodos de conservacién a largo plazo como
la liofilizacion que nos permita preservar cada una de las cepas por un tiempo prolongado

a comparacion que los métodos a corto plazo utilizados en este proyecto.

— Aplicar métodos moleculares para la identificacidbn genotipica que a largo plazo

permitan a la micoteca establecerse como ayuda diagnéstica.

— La aplicacién de procedimientos operativos estandar en el manejo de la micoteca
ayudaria a mejorar las técnicas y asi evitar la contaminacién de las cepas garantizando la

pureza y desarrollo de la micoteca.
— Con todos los productos obtenidos en este proyecto se recomienda elaborar un atlas

que facilite a las personas el acceso a esta micoteca y a la identificacibn macro/micro de

cada una de las cepas almacenadas.
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ANEXOS
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Anexo 1: Proceso de ingreso de nuevas cepas, adjuntado en un segundo CD.

| PROCESO DE INGRE SO DE NUEVAS CEPAS I

INICIQ: Entrega de cepa nueva
FIN: Cepa aislada
PARTICIPANTE §
— W w
wo =
225 | 238 o 42
ACTIVIDADE S 2c 8 E 2a = g = DOCUMENTO Y/O REGISTRO
o E a ?20 & it
= 2 o E = § g
og= gES . <3
i j o =
Recepcidonde la nueva cepa LM-R1-01
(LLENAR REGISTRO LM-R1-01 LM-R2-01
POE LM-D1-01). LM-D1-01
v
Verificar los criterios de aceptacion No
o rechazo de la cepa (VER LM-D1-01
LITERAL 4.4 POE LM-D1-01).
si
Codificar la cepa con el codigo de :
ingreso (VER LITERAL 4.3 POE | LM-D1-01
LM-D1-01).
Realizar el cultivo de la nueva cepa ¥ LM-R3.01
(VER REGISTRO LM-R3-01 PCE LM-D1-01
LM-D1-01). ’
Verificar segun las caracteristicas si
macroscopicas si el cultivo es puro.
No
FIN. (IR AL SIGUIENTE
PROCESO POE LM-D2-01 PARA LM-D2-01
FILAMENTOSOS Y LM-D3-01 LM-D3-01
PARA LEVADURIFORMES )
Realizar el subcultivo de la cepa
(VER REGISTRO LM-R3-01 POE | | N
M-D1-01). u
Venficar sila cepa del subcultivo Mo .
es pura mediante las 5
caracteristicas macroscopicas.
FIN. (IR AL SIGUIENTE
PROCESO PCOE LM-D2-01 PARA
FILAMENTOSOS Y LM-D3-01 LM-D2-01
PARA LEVADURIFORMES ) LM-D3-01
Colocar el sticker amarillo parair a
proceso de identificacian.
Desechar cepas no idéneas (VER
LITERAL 4 6 POE LM-D1-01) 4@ LM-D1-01
]
Descontaminar y descartar las
cepas eliminadas (VER LITERAL LM-D1-01
4.6 POE LM-D1-01).
[
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Anexo 2: Proceso de identificacion de hongos filamentosos, adjuntado en un segundo
CD.

| PROCESO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS |

INICIO: CEPA AISLADA
FIN: CEPA IDENTIFICADA
PARTICIPANTES
o w
P 0 >3 me
9% Bg9 2 x O
ACTIVIDADES 209 €00 b <R DOCUMENTO Y/O REGISTRO
U} | = |
g50 %08 a 25
<03 uwOr s S m
Og 028 5
w 5 a =2
7
Realizar la técnica de cinta adhesiva a LM-R2-01
partir de la cepa aislada (SEGUIR LM-R5-01
REGISTRO LM-R5-01 POE LM-D2-01). LM-D2-01
B - y
Visualizar el desarrolla fingico
(LLENAR REGISTRO LM-R4-01 POE o N
LM-D2-01).
Si
Esperar mas tiempo para el desarrollo
del hongo. [
Realizar la técnica de microcultivo a \ 4
partir de la cepa aislada (SEGUIR LM-R5-01
REGISTRO LM-R5-01 POE LM-D2- LM-D2-01
01).
\
Visualizar el desarrolla fingico No LM-R4-01
(LLENAR REGISTRO LM-R4-01 POE LM-D2-01
LM-D2-01).
Si
Identificar en las placas obtenidas a
partir del microcultivo con el codigo y Y
fecha de almacenamiento (VER ] LM-D2-01
LITERAL 4.3 POE LM-D2-01) LM-R4-01
(LLENAR EL REGISTRO LM-R4-01
POE LM-D2-01).
V4
Desechar cepas no idoneas (VER
LITERAL 4.6 POE LM-D2-01). CL0PTh
]
1
Descontaminar y descartar las cepas ‘L
eliminadas (VER LITERAL 4.6 POE LM- LM-D2-01
D2-01). |
[
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Anexo 3: Proceso de identificaciébn de hongos levaduriformes, adjuntado en un segundo
CD.

I PROCESO DE IDENTIFICACION DE HONGOS LEVADURIFORNE S

INICIC: CEPA AISLADA
FIN: CEPA IDENTIFICADA
PARTICIPANTE S

ow w g

Sos 222 o ag

Cewm e - o8

ACTMDADES Z°o¢° =20 = =5 DOCUMENTO Y0 REGISTRO
S0 ®g@ = =
=52 Hog pu 52
L2 LMR2-01
Realizar la té cnica de GRAM (SEGUIR Q CMRE-01
REGISTRO LM-R6-01 POE LMD 3-01) LMD 3-01
. ) Mo
Observar caracteristicas propias de LMRT-01
levaduras (LLENAR REGISTRO LM-R7- LM—D3:01
01POE LM-D3-01). -
Realizar la técnica de AP 20 C ALX (Para
levaduras en general)(SEGUIR ! HOJA DE RESUTLADOS AP120 C
REGISTRO LM-R6-01 POE-LM-D3-01) i = AUX
(LLENAR HOJA DE RESUTLADOS AP [ i~ ] [ Rl l FihodtRonla LMR7-01
20C AUX YREGISTRO LMRT-01 POE LMD3-01
LI-D3-01)
Realizar la técnica de tubo germinal (Solo
para levaduras del género Candida) | l LIWHRG-01
(SEGUIR REGISTRO LM-R6-01 POE LIV LMRT-01
D3-01) (LLENAR REGISTRO LM-R7-01 LMD3-01
POE LM-D3-01).
Realizar la técnica de clamidosporas (Solo
para levaduras del género Candida) | LMRT7-01
(LLENAR REGISTRO LM-RT-01 POE LMD3-01
LM-D3-01).
Determinar el perfil numérico del API 20 C
AUX (VER LITERAL 4 3 POE LM-D3-01) L4
yrealizar la identificacion con ayuda del Candida [ Cryptococcus ] [ Rhodotorula ] LD 3-01
programa de identificacidn apiwed TM. LWERT-01
(LLEMNAR REGISTRO LM-R7-01 POE
LM-D3-01)
Técnica de tintachina (Se realiza para )
Cryplococaus neoformans) (LLENAR | S
REGISTRO LM-RT-01 POE LMD 3-01).
Correlacionar los resultados de latécnica -
de APl 20 C AUX con las diferentes
pruebas para cada tipo de levadura.
Identificar conel cddigo yfechade LMD 3-01
almacenamiento (VER LITERAL 4.4 POE | LIMRA4-01
LM-D2-01)
Desechar cepas no iddneas (VER LMD 3-01
LITERAL 4.5 POELM-D3-01).
J

Descontaminar y descartar las cepas
eliminadas (VER LITERAL 4.6 POE LMD3-01
LM-D3-01). .
NOTA:
|dentific acion para levaduras del género Candida: GRAM, API 20 C AUX, tubo gemminal, clamidosporas.
|dentific acion para levaduras del género Cryptococcus: GRAM, APl 20 C AUX, tinta china.
|dentific acion para levaduras del género Rhodotorula: GRAM, API 20 C AUX.
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Anexo 4: Proceso de codificacibn y almacenaje de hongos filamentosos vy

levaduriformes, adjuntado en un segundo CD.

| PROCESO DE CODIFICACION Y ALMACENAJE DE HONGO S FILAMENTOSOS Y LEVADURIFORMES |

INICIO: Entrega de cepa identificada
FIN: Cepa codificada v almacenada
PARTICIPANTES
w w
8o< | gzB - 48
B =
ACTIVIDADES 2489 g IE E z E DOCUMENTO Y/O REGISTRO
- =

258 i 3 8 & 25

=0 = Lo e om

og E=g =3

w j o =
Realizar el método de agua destilada (VER t::v::ggg}
REGISTRO LM-R8-01 DEL POE LM-D4-01). A Sl LEVADURAS .

LM-D4-01
Colocar la etiqueta de codificacion y almacenaje del v
hongo en la parte superior del tubo (VER LITERAL l LM-D4-01
4.2 POE LM-D4-01).
Almacenar los tubos en lagradilla de n
almacenamiento siguiendo el nimero que
corresponde después del (itimo hongo
almacenado.
Realizar el método de papel filtro (VER REGISTRO . LM-R8-01
LM-R&-01 POE LM-D4-01). | LM-D4-01
Colocar la etiqueta de codificacion y almacenaje del
hongo en la parte superior del tubo eppendorf (VER | LM-D4-01
LITERAL 4.2 POE LM-D4-01).
Almacenar los tubos eppendorf enla caja de
almacenamiento siguiendo el nimero que
corresponde después del Uitimo hongo I
almacenado.
Colocar la etiqueta de codificacion y almacenaje del
hongo en la parte superior de las placas obtenidas 4 LM-D4-01
en los microcultivo (VER LITERAL 4.2 POE LM-D4- | l N
01).
Colocar las placas en el porta placas siguiendo el "
nimero que comesponde después del dltimo hongo
almacenado.
Realizar el método de conservacion por repigue en W LM-R8-01
agar agar para levaduras (VER REGISTRO LM-R8- [ I LI‘Y'1:D4-01
01 POE LM-D4-01). ’
Colocar la etiqueta de codificacion y almacenaje del W
hongo en la parte superior del tubo eppendorf (VER LM-D4-01
LITERAL 4.2 POE LM-D4-01).
Almacenar los tubos eppendorf enla caja de
almacenamiento siguiendo el nimero que kL
corresponde después del (itimo hongo
almacenado.
[

Descontaminar y descartar las cepas eliminadas LIM-D4-01
(VER LITERAL 4.6 POE LM-D4-01). ’
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Anexo 5: Ejemplo de las fichas técnicas de un hongo caracterizado fenotipicamente.

PUCE

FACULTAD DE MEDICINA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

FECHA DE EDICION: 28/04/2017

REGISTRO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

Técnico: Alicia Figueroa / Daniela Soria

Fecha de inicio: 28/04/2017

Fecha de terminacion: 28/04/2017

CODIGO: LM-R4

VERSION: 01

NOMBRE DE LA CEPA YA IDENTIFICADA (GENERO Y ESPECIE): Alternaria spp.

TIPO DE MICOSIS: Contaminante

TAXONOMIA: Filo: Ascomycota

FOTO MACROSCOPICA:

CARACTERISTICAS

elipsoidales septados transversal y
longitudinalmente, forman cadenas largas.

MICROSCOPICAS

TECNICA MICROCULTIVO

Micelio septado y pigmentado con conididforos
septados de los cuales nacen macroconidios
elipsoidales septados ti | y Ingitudinalmente,
forman cadenas largas.

CODIFICACION DE
ALMACENAJE

LM-AI-004

OBSERVACIONES

CODIGO DE INGRESO LM-NC-004
MEDIO DE CULTIVO PDA
COLOR FRENTE Grisaseo a negro
REVES Negro
TEXTURA Afelpada - terrosa
CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS SUPERFICIE Plana
BORDE Regular
LENTO
CREGRIUENTO MODERADO _|7-10 dias
RAPIDO
Micelio septado y pigmentado con conidiéforos FOTO MICROSCOPICA:
TECNICA CINTA ADHESIVA septados de los cuales nacen macroconidios

RESPONSABLE
(NOMBRE Y APELLIDO)

Alicia Figueroa
Daniela Soria

COORDENADAS: X140 ; Y 5

FACULTAD DE MEDICINA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

FECHA DE EDICION: 28/04/2017

Técnico: Alicia Figueroa / Daniela Soria

Fecha de inicio: 28/04/2017

Fecha de terminaci6n: 28/04/2017

REGISTRO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

CODIGO: LM-R4

VERSION: 01

NOMBRE DE LA CEPA YA IDENTIFICADA (GENERO Y ESPECIE): Curvularia spp.

TIPO DE MICOSIS: Contaminante

TAXONOMIA: Filo: Ascomycota

CODIGO DE INGRESO

LM-NC-021

MEDIO DE CULTIVO

PDA

COLOR FRENTE Grisaseo a negro
REVES Negro
TEXTURA Algodonosa
CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS SUPERFICIE Plana
BORDE Regular
LENTO
CRECIMIENTO MODERADO  |7-10 dfas
RAPIDO

FOTO MACROSCOPICA:

TECNICA CINTA ADHESIVA

CARACTERISTICAS

Micelio septado y pigmentado con conidi6foros
septados de los cuales nacen macroconidios de
apariencia cunva, septados transversalmente
dividiendio cada conidio en alrededor de 4 células.

MICROSCOPICAS

TECNICA MICROCULTIVO

Micelio septado y pigmentado con conidi6foros
septados de los cuales nacen macroconidios de
apariencia cunva, septados transversalmente
dividiendio cada conidio en alrededor de 4 células.

CODIFICACION DE

LM-Cu-021
ALMACENAJE
OBSERVACIONES
RESPONSABLE Alicia Figueroa

(NOMBRE Y APELLIDO)

Daniela Soria

COORDENADAS: X138 ;Y 6
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FACULTAD DE MEDICINA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

FECHA DE EDICION: 28/04/2017

REGISTRO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

Técnico: Alicia Figueroa / Daniela Soria

Fecha de inicio: 28/04/2017

Fecha de terminacién: 28/04/2017

CODIGO: LM-R4

VERSION: 01

NOMBRE DE LA CEPA YA IDENTIFICADA (GENERO Y ESPECIE): Scopulariopsis brevicaulis

TIPO DE MICOSIS: Contaminante y superficial

TAXONOMIA: Filo: Ascomycota

FOTO MACROSCOPICA:

CODIGO DE INGRESO LM-NC-065
MEDIO DE CULTIVO PDA
COLOR FRENTE Café con borde blanco
REVES Crema con centro café
TEXTURA Tierrosa
CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS SUPERFICIE Plana
BORDE Regular
LENTO
CREGIUENTO) MODERADO _|7-10 dias
RAPIDO
Hifa septada que presenta conidiéforos cortos
TECNICA CINTA ADHESIVA ramificados dellos cuales salgh conidios simples
que forman hileras. Los conidios maduros son
CARACTERISTICAS espiculados.
MICROSCOPICAS

TECNICA MICROCULTIVO

Hifa septada que presenta conidiéforos cortos
ramificados de los cuales salen conidios simples
que forman hileras.

CODIFICACION DE

LM-SB-065
ALMACENAJE
OBSERVACIONES
RESPONSABLE Alicia Figueroa

(NOMBRE Y APELLIDO)

Daniela Soria

COORDENADAS: X151 ;Y 9

FACULTAD DE MEDICINA!
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

FECHA DE EDICION: 28/04/2017

REGISTRO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

Técnico: Alicia Figueroa / Daniela Soria

Fecha de inicio: 28/04/2017

Fecha de terminacion: 28/04/2017

CODIGO: LM-R4

VERSION: 01

NOMBRE DE LA CEPA YA IDENTIFICADA (GENERO Y ESPECIE): Piedra blanca

TIPO DE MICOSIS: Superficial

TAXONOMIA: Divisién: Basidiomycota

CODIGO DE INGRESO LM-NC-056
MEDIO DE CULTIVO NA
COLOR Nodulos blanquecinos adheridos al cuero cabelludo
TEXTURA NA
CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS SUEEREICIE S
BORDE NA
LENTO NA
CRECIMIENTO MODERADO NA
’;AMDO NA
FOTO MICROSCOPICA:
TECNICA CINTA ADHESIVA Levaduras con pr.esenma de artroconidios,
blastoconidios y filamentos.
CARACTERISTICAS

MICROSCOPICAS

TECNICA MICROCULTIVO

NA

CODIFICACION DE

LM-PB-056
ALMACENAJE
Nodulos blanquecinos adheridos a la vaina del pelo preferentemente de cuero cabelludo, barba, axila y
OBSERVACIONES pubis.
Agente etiol6gico: Trichosporon beigelii
RESPONSABLE Alicia Figueroa

(NOMBRE Y APELLIDO)

Daniela Soria

COORDENADAS: X140 ; Y 16
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FACULTAD DE MEDICINA
- CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA
; = CODIGO: LM-R4
REGISTRO DE IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS
FECHA DE EDICION: 28/04/2017 VERSION: 01

Técnico: Alicia Figueroa / Daniela Soria
Fecha de inicio: 28/04/2017
Fecha de terminacién: 28/04/2017

NOMBRE DE LA CEPA YA IDENTIFICADA (GENERO Y ESPECIE): Trichophyton mentagrophytes

TIPO DE MICOSIS: Cutanea FOTO MACROSCOPICA:
TAXONOMIA: Divisién: Ascomycota
CODIGO DE INGRESO LM-NC-077
MEDIO DE CULTIVO PDA
COLOR FRENTE Blanco
REVES Sin color
TEXTURA Algodonosa
CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS SUPERFICIE Elevada
BORDE Regular
LENTO
CREGIRUENTO MODERADO _|7-10 dias
RAPIDO
Hifas delgadas y septadas, con presencia de FOTO MICROSCOPICA:
TECNICA CINTA ADHESIVA macrocon}dlos er} fprmal fie cigarro con pared
delgada. Microconidias piriformes o en forma de
CARACTERISTICAS gota, libres o en cimulos a lo largo de la hifa.
MICROSCOPICAS Hifas delgadas y septadas, con presencia de
TECNICA MICROCULTIVO macrocon}dlos en f.orma. {ie cigarro con pared
delgada. Microconidias piriformes o en forma de
gota, libres o en ctimulos a lo largo de la hifa.

CODIFICACION DE LM-TM-077
ALMACENAJE
OBSERVACIONES
RESPONSABLE Alicia Figueroa
. ) COORDENADAS: X145 ;Y 16
(NOMBRE Y APELLIDO) Daniela Soria
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Anexo 6: Caracterizacion fenotipica de los hongos aislados en el laboratorio de

Micologia.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS HONGOS AISLADOS EN EL LABORATORIO DE MICOLOGIA CLINICA DE LA CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA
coODIGO GENERO Y ESPECIE CARACTERIZACION MACROSCOPICA CARACTERIZACION MICROSCOPICA
Colonias lanosas Hifas aceptadas
LM-AC-001 Absidia cylindrospora Superficie gris Esporangioforos se presentan sobre los estolones
Reverso blanquecino
Colonias lanosos Hifas aceptadas
LM-Ab-002 Absidia spp. Superficie gris Esporangioforos se presentan sobre los estolones
Reverso blanquecino
| L Micelio microsifonado, septado e hialino. Sus conidioforos alargados
h ) Colonias de color blanco en el frente y a su revés sin color, de textura . N R
LM-AS-003 Acremonium sclerotigenum - son perpendiculares a las hifas, las cuales tienen en su extremo
terrosa, su superficie es plana con bordes regulares. N .
terminal, conidios agrupados en forma de cabezas.
Colonias de color grisaseo a negro en el frente y a su revés color Micelio septado y pigmentado con conidiéforos septados de los cuales
LM-AI-004 Alternaria spp. negro, de textura afelpaday terrosa, su superficie es plana con nacen macroconidios elipsoidales septados transversal y
bordes regulares. longitudinalmente, forman cadenas largas.
Las colonias algodonosas a granular. Desarrollan crestas o pliegues Hifas hialinas y septas.
LM-Ar-005 Arthorgraphis spp. radiales. La coloracién es de color blanco a amarillo palido con un Desarrollan conidioforos generalmente cortos y pueden ser
reverso amarillo. ramificados o no ramificados
Colonias de crecimiento muy lento, color verdoso translicido con Conidiéforos de pared delgada, hialinos. Cabezuelas radiadas.
LM-AC-006 Aspergillus chevalieri contornos irregulares. Reverso naranja a marrén, mas intenso en el Vesiculas subesféricas a elipsoidales. Con fialides de mayor o igual
centro. tamario que las metulas. Conidias equinuladas, esféricas.
. b Conidiéforos de longitud variable
Colonia aterciopelada N n
. 3 Conidios con pared dspera
LM-AF-007 Aspergillus flavus Color amarillo a verde ) ~ N
. Provista de pequefias espiculas
Color de reverso dorado a pardo-rojizo. A . .
Fidlides nacen directamente sobre la vesicula
. . Conidiéforos anchos, con vesiculas en forma redondeada, sin presencia
. Colonia color verde con rayos amarillos, y su reverso es color crema, . o L
LM-AG-008 Aspergillus glaucus o de métula, las fialides cubren completamente la superficie de la
su textura es terrosa con superficie planay bordes regulares. B o
vesiculay de ellas salen los conidios redondos u ovales.
Colonias verdosas con zonas amarillas, su reverso es de color rojo . . . L . -
) . A L Conidiéforo largo, con vesiculas semiesféricas con métulay fialides
LM-AN-009 Aspergillus nidulans oscuro, textura aterciopelada a terrosa con superficie planay bordes B N o
que cubren la mitad superior y conidios redondos u ovales.
regulares.
| L Conidiéforos lisos, de pared gruesa, hialinos o pigmentados. Vesiculas
Colonias planas al inicio son algodonosas de color blanco y se tornan s X R i g
LM-AG-010 Aspergillus niger terrosas negras, sin pigmento en su reverso, de crecimiento subesféricagiligerameple pigmentadagde amariliglo café clofel
DEro 9 Bras, Pig ilimitado ' Cabezuelas radiadas, biseriadas. Las métulas son del doble del tamafio
: que las fialides. Conidios esféricas
= Colonias de color marrén y de reverso color marrén palido, su textura Conidiéforo liso, vesicula con forma de media esfera con métula
LM-AT-011 Aspergillus terreus . k. - N . ;
es aterciopelada a terrosa, superficie planay bordes regulares. cilindrica y largas de las que salen fidlides, conidios redondos y lisos.
Micelios pigmentados con hifas de las que nacen conidios hialinos que
LM-AP-012 Aureobasidium pullulans Colonias blancas que pueden hacerse amarillas a roza una vez sueltos por gemacién forman nuevos conidios. Forman
artroconidios.
. Colonias blancas planas de aspecto aterciopelado, con reverso color Hifas cenociticas, hialinas, delgadas y poco ramificadas, con
LM-Ce-013 Cephalosporium spp. . . . . L P
naranja, pequeiias de superficie planay bordes regulares. microconidios abundantes redondas o elipticas.
Unas colonias semicirculares, con
bordes irregulares, de aspecto semicéreoy Hifas hialinas,
LM-CG-014 Chaetomium globosum de color blanquecino en los margenes pero numerosos peritecios globosos y estrellados,
con un caracteristico ennegrecimiento en las con gran cantidad de pelos terminales
zonas centrales
Las células hialinas unicelulares se producen directamente en las hifas
. Colonias planas, de color blanco a beige; con una textura de vegetativas por células conididgenas no especializadas . Las conidias
LM-Ch-015 Chrysosporium spp. " q P L q
superficie pulverulenta o granulary bordes irregulares son tipicamente piriformes y se forman ya sea intercalares,
lateralmente o terminales.
Colonias de color café verdoso que suele tornarse negro con textura | Hifa septada, con conidiéforos largos que producen usualmente dos
LM-CI-016 Cladosporium spp. - f .
terrosa. Bordes regulares y superficie plana. hileras de conidios ovales uno tras otro.
N Colonias radiales de color gris sin color en su reverso y con bordes |Conidiéforos reunidos en acérvulas, con cerdas oscuras, conidios rectos
LM-CC-017 Colletotrichum crassipes 3
regulares. o falciformes.
. . | . N Conidioforos reunidos en acérvulas, con cerdas oscuras, conidios rectos
LM-Co-018 Colletotrichum spp. Colonias grisaceas sin color en su reverso con bordes limitados. N
o falciformes.
Son colonias de tamaiio ilimitado llegan a cubrir toda la caja, en un Micelio macrosifonado, hialino, cenocitico, ramificado, presenta
LM-Cu-019 Cunningamela spp. inicio son blancas, pero mas tarde comienzan a volverse grisaceas; esporangiolos que forman esporangiosporas redondas en forma de
son vellosas-algodonosas. Son de crecimiento rapido de 3 a 4 dias. flor.
Colonias de color grisaceo a negro en el frente y a su revés color Micelio septado y pigmentado con conidiéforos septados de los cuales
LM-CL-020 Curvularia lunata negro, de textura algodonosa, su superficie es plana con bordes nacen macroconidios de apariencia curva, septados transversalmente
regulares. dividiendo cada conidio en alrededor de 4 células.
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Colonias de color grisdceo a negro en el frente y a su revés color

Micelio septado y pigmentado con conidiéforos septados de los cuales

LM-Cu-021 Curvularia spp. negro, de textura algodonosa, su superficie es plana con bordes nacen macroconidios de apariencia curva, septados transversalmente
regulares. dividiendo cada conidio en alrededor de 4 células.
Hongo demataceo que al principio son colonias levaduriformes de N R A 3 . L
B . ) Hifas tabicadas con conidiéforo y conidios multicelulares tabicados
LM-Dr-022 Drechslera spp. color negro brillante, posteriormente se tornan filamentosas y N
: horizontalmente.
aterciopeladas.
. o Colonias de color verde oscuro con filo blanco, reverso color amarillo Cabezas conidiales. Conididforos de pared lisa, vesiculas, métula,
LM-EI-023 Emericella indica K . . Ay
oincoloro, de textura aterciopelada. Con bordes regulares. fidlides, conidios globosos.
. . N Cabezas conidiales. Conididforos de pared lisa, vesiculas, métula,
LM-Em-024 Emericella spp. Colonias de color verde aterciopeladas, con bordes regulares. 8 o
fidlides, conidios globosos.
R . . R Hifas septadas demataceas, células conididgenas en forma de botella,
. Colonias de color gris a negro de textura aterciopelada, su pigmento = L - . .
LM-Ex-025 Exophiala spp. Conidios elipsoidales, hialinos que forman acimulos al final o lados del
al reverso es de color negro. De bordes regulares. .
conidiéforo.
Colonias limitadas, verde oliva, gris a marrén-negro cubierto de un
micelio gris y aterciopelado, usualmente planas, que desarrollan una . ¥ N . Ny
. N N Hifas septadas, ramificadas, dematiaceas. Conidiéforos rectos,
LM-FP-026 Fonsecaea pedrosoi forma convexa, radiadas en ocasiones. . o i,
i . dematidceos. Conidias dematiaceas, de pared delgada en cadenas.
Reverso negro con pigmento que se difunde lentamente en el
medio.
R . Hifas hialinas, septadas con ramificaciones y conidiéforos cortos,
N R Colonias blancas, algodonosas, con centro rojizo, reverso color .
LM-FS-027 Fusarium solani . L conidios septados transversalmente en forma de bananos, solosoen
purpura central, bordes regulares y superficie plana. W
grupos pequefios.
R | Hifas hialinas, septadas con ramificaciones y conidiéforos cortos,
. Colonias blancas, algodonosas, con centro rojizo, reverso color .
LM-Fu-028 Fusarium spp. p - conidios septados transversalmente en forma de bananos, solosoen
purpura central, bordes regulares y superficie plana. o
grupos pequefios.
. . Colonias de principio blancas con reverso incoloro, textura Presenta hifa, conidi6foros y fialides similares a las de penicillium, con
LM-GI-029 Gliocladium sp. L A N . . .
algodonosa, superficie plana, bordes irregulares. microconidios ovales dispuestos en racimos.
. . Colonias de inicio color grisaceo de textura algodonosa con el tiempo | Hifa septada, conidiéforos septados, conidios largos que contienen en
LM-He-030 Helminthosporium spp X 9 p
se torna color negro con reverso oscuro. Borde regular. suinterior de 3a 4 células.
Colonias de color blanco a café de textura afelpada, su reverso es de |Hifas septadas con numerosas clamidosporas. En otros medios produce
LM-Ma-031 Madurella spp. . N -
color café oscuro. Bordes regulares. microconidios en forma de gota.
. . Colonias de color blanco cuando es joven, grisaceo, parduzco u Conididforos procedentes de hifas vegetativas aisladamente o en
LM-MA-032 Microascus alvedanis ) .
olivaceo en edad grupos
. . Colonias de color blanco cuando es joven, grisdceo, parduzco u Conidiéforos procedentes de hifas vegetativas aisladamente o en
LM-MC-033 Microascus cinereus ) .
olivaceo en edad grupos
N . R . R Hifas vegetativas incoloras a marrén oscuro, anastomosando para
LM-MT-034 Microascus trigonosporus Colonias de color gris o casi opaca en edad " "
formar "cuerdas
Colonias algodonosas, ilimitadas, planas, radiadas, de color blanco. Hifas delgadas, septadas, ramificadas. Macroconidias, pared externa
LM-MC-035 Microsporum canis Pigmento difusible de color amarillo ocre. gruesa, rugosa, con septos delgados en forma de huso con un ligero
pliegue en el dpice.
Colonias ilimitadas, pulverulentas, de color crema a canela. Pocas hifas delgadas y septadas. Macroconidias de pared delgada,
LM-MG-036 Microsporum gypseum Reverso de color amarillo a marrén, en ocasiones con tintes rosados, | fusiformes, verrugosas, pueden tener espiculas o equinulas. Escasas
sin produccion de pigmento. microconidias, sésiles, en forma de lagrima
. . Colonias limitadas de una coloracion blanca que con el tiempo se van | Microconidios abundantes, esféricos a piriformes. Los macroconidios
LM-MP-037 Microsporum persicolor .
tornando un color rosa. son raramente producidos.
. - . Micelios septados, conidiéforos simples que formas cadenas
S " Colonias de color blanco de inicio y se torna rosada con el tiempo, su . - S N
LM-MS-038 Monilia sitophila . ] ramificadas de conidios ovalados. Los micelios viejos forman
reverso es incoloro. Con textura aterciopelada. Bordes regulares.
artrosporas.
. . Colonias blancas algodonosas que se tornan grises con el tiempo, Hifa septada, con conidiéforos simples y largos de los cuales salen
LM-MA-039 Monosporium apiospermum o ) A N . - L
micelios aéreos. Bordes irregulares. conidios simples o pequefios grupos de conidios.
Colonias de color amarillo a café con un ligero borde blanco, de Hifas no septadas, con esporangioforo curvados v ramificados, con
LM-MC-040 Mucor circinelloides textura algodonosa, su reverso es incoloro, con bordes regulares. P ’ 2 8! y 4

Crecimiento aéreo abundante.

esporangiosporas elipsoidales.
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Colonias algodonosas

Hifas septadas Esporangioforo largos
Esporangios redondos, terminales

LM-Mu-041 Mucor spp. Color blanco al principio, luego se torna de un color gris Esporas redondas o ligeramente oblongas
Color del reverso blanquecino Carece de rizoides y estolones
Colonias densas, que se tornan de un color gris a negro. Produce un esporangiéforo no ramificado, con una vesicula
LM-My-042 Mycotypha spp. . . . .
Color del reverso es blanquecino tipicamente alargada, recubierta de esporangiolos.
Hifas de paredes gruesas y bien definidas presentan un micelio
5 Colonias blancas de textura algodonosa vegetativo y la formacién de apéndices, presentan un color marrén,
LM-MD-043 Myxotrichum deflexum . a | il a R
Color de reverso amarillento o marrén ricamente ramificado en un angulo recto, o amarillento, con recta o
curvada en forma de un garfio apéndices cortos ausente conidios.
Hifas de paredes gruesas y bien definidas presentan un micelio
. Colonias blancas de textura algodonosa vegetativo y la formacion de apéndices, presentan un color marrén,
LM-My-044 Myxotrichum spp. . . . - A .
Color de reverso amarillento o marrén ricamente ramificado en un dngulo recto, o amarillento, con recta o
curvada en forma de un garfio apéndices cortos ausente conidios.
5 . . Hifas de paredes gruesas y bien definidas presentan un micelio
Colonias gricaseas con un ligero borde blanco, presenta una textura N o L B
2 . . vegetativo y la formacién de apéndices, presentan un color marrén,
LM-MS-045 Myxotrichum stipitatum atercipelada. I - r R
. ricamente ramificado en un dngulo recto, o amarillento, con recta o
Color del reverso de amarillento ) L .
curvada en forma de un garfio apéndices cortos ausente conidios.
La textura se describe como aterciopelada a fieltro o floccosa. Ochroconis produce hifas septadas que son hialinas (claro) a marrén
N . El color de la colonia suele ser de color marrdn rojizo a marrén claro. Los conidiéforos son también hialinos a marrén claro. Surgen
LM-OC-046 Ochroconis constricta . N " cen . "
chocolate a un gris oliva oscuro. El reverso es de color marrén oscuro erectos y no ramificados de las hifas y generalmente tienen una
anegro. Un pigmento rojo a marrén puede difundirse en el medio. apariencia nudosa o doblada.
La textura se describe como aterciopelada a fieltro o floccosa. Ochroconis produce hifas septadas que son hialinas (claro) a marrén
. . El color de la colonia suele ser de color marrén rojizo a marrén claro. Los conidiéforos son también hialinos a marrén claro. Surgen
LM-OM-047 Ochroconis mirabilis. - , o 2 .
chocolate a un gris oliva oscuro. El reverso es de color marrén oscuro erectos y no ramificados de las hifas y generalmente tienen una
anegro. Un pigmento rojo a marrén puede difundirse en el medio. apariencia nudosa o doblada.
Colonia blancay lisa de aspecto algodonosa, presenta Bbrdes L . R o R
. . i B E e Anamorfo con conidiéforos hialinos, produciendo conidios simples de
LM-0i-048 QOidium spp. regulares. - e R . .
. cuerpos hialinos, cilindricos, que no incluyen fibrosinas.
Color del reverso es amarillo claro.
. R Hifas hialinas, cenociticas y delgadas, conidiéforo con cabezas
F Colonia blanca con reversa color hueso, su textura es aterciopelada . . = | n
LM-Pa-049 Paecilomyces spp. L ramificadas de forma irregular, fialides de punta afilada con conidios
con superficie planay bordes regulares. o
pequefios y redondos.
R . N . Hifas hialinas septadas, conidi6foros con fidlides y métula similar a
; ) Colonias planas de color café-amarillo, su reveso es incoloro, su - A - s .
LM-PV-050 Paecilomyces variotii . Penicillium. Los conidios hialinos de forma eliptica, de pared lisa o
textura es polvorientas. Bordes regulares. N
rugosa que se forman en la punta de fialide en cadenas.
Colonias con una superficie suave y aterciopelada con "pelos Penicillium citrinum produce hifas septadas, hialinas (claras, no
.. L blandos". Presenta surcos estrechos, profundos o ranuras radiales - | pigmentadas). Las conidias son redondeadas a no circulares y son lisas
LM-PC-051 Penicillium citrinum R | o . y -
como rayos en una rueda. La colonia madura tiene un color grisaceo o tienen una superficie finamente rugosa. Los conidios forman
central a color gris-anaranjado con una periferia blanca. cadenas més bien largas.
- Colonias color verde claro amarillento, reverso color amarillo intenso Hifas hialinas, septadas, conidiéforo ramificado, con presencia de
LM-Pe-052 Penicillium spp. A L . . . . =
radiado, textura terrosa. De superficie planay bordes irregulares. métula, fialides y abundantes fialosporas redondas y pequefias.
Hifas septadas, ramificadas, dematidceas. Conidiéforos cortos, que
Colonias levemente levantadas, limitadas, grises, verde oscuro a tienen fialides cilindricas o en forma de botella, con collaretes
LM-PA-053 Phialophora obovatum negro, aterciopeladas o algodonosas. evidentes en el dpice. Conidias hialinas a cafés, de pared delgada,
Reverso con un pigmento negro difuso. ovales o cilindricas, formando aciimulos en la fialide dando apariencia
de un florero.
. . Hifas septadas. Con picnidios negros grandes algunos con la presencia
Colonias grisdceas o negras de textura terrosa o granular con reverso R .8 Py
LM-PG-054 Phoma glomerata . de ostiolo. Los conidios se forman en los conidiéforos dentro del
color negro. Bordes irregulares. L
picnidio.
N N Hifas septadas. Con picnidios negros grandes algunos con la presencia
Colonias grisdceas o negras de textura terrosa o granular con reverso R . Py
LM-Ph-055 Phoma spp. ] de ostiolo. Los conidios se forman en los conidiéforos dentro del
color negro. Bordes irregulares. L
picnidio.
Ndédulos blanquecinos adheridos a la vaina del pelo . o o .
LM-PB-056 Piedra blanca Levaduras con presencia de artroconidios, blastoconidios y filamentos.
preferentemente de cuero cabelludo, barba, axila y pubis.
p Nodulos similares a Piedra blanca, ataca al tallo piloso y penetra la Se evidencia la estructura fingica como son las ascas con sus
LM-PN-057 Piedra negra . R .
cuticula donde proliferay produce nodulaciones. ascosporas.
L. . . Infeccion de la piel caracterizada por manchas hipercrémicas o Levaduras de forma variable, esféricas, ovoides o cilindricas,
LM-PV-058 Pitiriasis versicolor . - .
hipocrémicas en el tronco, cuello y brazos. encontradas en agrugaciones.
Colonias algodonosas, planas de color blanco que se torna gris con el | Hifas hialinas septadas, células conidiégenicas formando pequefios
LM-PB-059 Pseudallescheria boydii tiempo, su reverso es de color blanco o grisdceo. Con bordes cumulos en forma de botella. Conidios de color mas oscuro, globosas a
irregulares. piriformes.
- . . Las clamidosporas estan ausentes. Los conidiéforos son rectos,
LM-Pu-060 Purpureocillium spp. Las colonias son de un color violeta-coloreado .

teniendo ramas con fialides densamente agrupados.
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Colonias algodonosas

Hifas septadas y muy escasas

LM-PV-061 Rhizopus spp. Coloral principio blanco Presenta septos
Y luego se torna gris o café amarillento Numerosos espolones entre el micelio
A - Colonias algodonosas de color blanco, su reverso no presenta color. | Hifas dispuestas en sinema, conidiéforo largo y plano, microconidios
LM-SK-062 Sarocladium kiliense | L .
Tiene bordes definidos. ovales formando grupos.
. . Colonias algodonosas de color blanco en su frente y sin colorasu | Conidiéforos hialinos, largos o cortos, caracteristico por la presencia de
LM-SA-063 | Scedosporium apiospermum . . " . .
revés, de superficie plana bordes regulares anillos abultados al pie de cada conidia.
Colonias algodonosas de color blanco en su frente y un color L - L ,
: 4 . A § Conididforos hialinos, largos o cortos, caracteristico por la presencia de
LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum amarillento a su revés, de superficie plana bordes regulares con . K i
A | anillos abultados al pie de cada conidia.
pigmento amarillo.
. . , Hifa septada que presenta conidiéforos cortos ramificados de los
. . . . Colonias de color blanco sin color a su revés, de textura algodonosa o . N L
LM-SB-065 Scopulariopsis brevicaulis - cuales salen conidios simples que forman hileras. Los conidios maduros
con superficie elevada y bordes regulares. X
son espiculados.
Al principio es una colonia blancay lisa con el tiempo se convierte en Hifa septada, con conidiéforos cortos y simples, conidios ovales o
LM-SB-066 Scopulariopsis brumpti café de aspecto terrosa algunas veces con un borde blanco. Su redondos formando una cadena, los conidios maduros suelen ser
reverso es café claro. Bordes regulares. espiculados.
Al principio es una colonia blancay lisa con el tiempo se convierte en Hifa septada, con conidiéforos cortos y simples, conidios ovales o
LM-Sc-067 Scopulariopsis spp. café de aspecto terrosa algunas veces con un borde blanco. Su redondos formando una cadena, los conidios maduros suelen ser
reverso es café claro. Bordes regulares. espiculados.
. L. . Hifas septadas, conidioforos simples o dobles. Los conidios suelen ser
. Colonias de principio color blanco afelpado, reverso incoloro. Con el N A
LM-Se-068 Sepedonium spp. X . . simples ovalados y espiculados o suelen ser ovalados. Forman
tiempo se hace amarilla, superficie plana, bordes regulares. e
estructuras similares a las artrosporas.
Hifas delgadas, septadas, ramificadas. Conidiéforos hinchados en la
punta correspondiente a las células conidiégenas tipo ampollosas que
o . . producen conidias en forma de lagrima o en forma de clava, de pared
Colonias limitadas, glabras, radiadas, lisas y rugosas, con manchas L . L . K
r " A . delgada, hialinas, en grupos pequefios, con crecimiento simpodial
LM-SS-069 Sporothrix schenckii blancas y cafés, semejante al cuero de vaca. " . -
. R rodeando a la célula conididgena en una organizacion similar a una flor.
Reverso gris a café. - A ) n )
Otras conidias tienen crecimiento simpodial a lado y lado de una hifa,
son hialinas o cafés, ovaladas, redondeadas o piriformes, de pared
gruesa, sésiles.
colonias tienen una textura pulverulenta a algodonosa. La coloracion . - L
x L ] Hifas que son septadas y hialinas cuando son jévenes pero pueden
de la superficie es inicialmente blanca pero rapidamente se vuelve L N .
o -, i oscurecerse con madurez. Conidiéforos también pueden ser hialinos o
LM-St-070 Stachybotrys spp. negra, pero también puede presentar coloracién rosada o naranja en X . .
k- | X o pueden desarrollar una pigmentacién olivacea o oscura. Los
la superficie dependiendo del medio de crecimiento y de las o . .
. N R conidiéforos pueden ser septados, simples o ramificados.
especies. El reverso es también marrén oscuro o negro
Hifas gruesas no septaday los esporangi6foros nacen rectos a la hifa,
Colonias de crecimiento rapido de color blanco que con el tiempo se | con ramificaciones cortas y curvas que se ensanchan hasta formar una
LM-SR-071 |Syncephalastrum racemosum . P a .
torna gris, textura algodonosa, su reverso es color blanco. vesicula de color café de los que nacen merosporangios de forma
radiada alrededor de la vesicula.
Colonias de crecimiento rapido, tienen un aspecto de gamuza a Conidioforos de color hialinos, de paredes lisas y terminales verticales
suaves, blancas con cabezas conidiales de color verde amarillento. de tres a cinco metulas, cada uno con tres a siete phialides. Los
LM-Ta-072 Talaromyces spp. . . . A o .
Las colonias se convierten en gris-rosado a marrén con la edad y phialides son acerosa en forma de matraz. Las conidias son globosas,
producen un pigmento difusible de color rojo parduzco a rojo vino. presentan paredes lisas.
Colonias algodonosas Ramificaciones laterales del esporangiéforo que da lugar a
LM-TE-073 Thamnidium elegans Color blanco al principio, luego se torna de un color gris esporangiolos de menor tamafio, con una pared resistente que
Color del reverso blanquecino contienen pocas esporangiosporas.
. . o, Conidiéforos hialinos, ramificados en forma piramidal. Fialides hialinas
; Colonias lanosas que toman un color verde brillante, también puede L .
LM-TL-074 Trichoderma longibrachiatum . en forma de botella, se unen alos conidiéforos y a ellas conidias
ser de color blanco a amarillo. Sus bordes son regulares. o
redondas o elipsoidales.
. - Conidiéforos hialinos, ramificados en forma piramidal. Fialides hialinas
F Colonias de inicio blancas que se tornan verdosas, de textura terrosa . "
LM-Tr-075 Trichoderma spp. en forma de botella, se unen alos conidiéforos y a ellas conidias
y bordes regulares. L
redondas o elipsoidales.
. o Colonias de color crema que puede ir a anaranjado, su reverso puede | Hifa septada varios macroconidios en forma de cigarro, de paredes
LM-TA-076 Trichohyton ajelloi . T 4
no tener color. Bordes regulares. gruesas y contiene en su interior de 7 a 11 células.
Colonias pulverulentas, planas, secas, ilimitadas, color blanco a Hifas delgadas y septadas, con presencia de macroconidios en forma de
LM-TM-077 | Trichophyton mentagrophytes crema, en forma de estrella. Rara vez produce pigmentos. cigarro con pared delgada. Microconidias piriformes o en forma de

Reverso ocasionalmente amarillo.

gota, libres o en cimulos a lo largo de la hifa.
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Colonias algodonosas, blancas, levantadas, de bordes regulares,
secas al inicio de crecimiento, e vuelven rosadas con el tiempo.

Abundantes hifas delgadas, septadas, hialinas. Abundantes
microconidias piriformes

LM-TR-078 Trichophyton rubrum ) 1 y Las macroconidias generalmente estan ausentes, cuando se producen
Reverso pigmento difusible color rojo vino . ) ' o
son de pared delgada, minimamente diferenciadas, de tamafio
variable, en forma de cigarro.
Macroconidias y microconidias ausentes. Hifas en forma de cuerno, con
) - Colonias algodonosas, blancas, levantadas, de bordes regulares, ramificacion dicotomica, con los extremos dilatados (candelabro
LM-TS-079 | Trichophyton schoenleinii o " ) .
secas al inicio de crecimiento, e vuelven rosadas con el tiempo. favico).
Abundantes clamidoconidias.
Hifas delgadas, septadas, gruesas, abundantes, largas y de tamafio
Colonias de forma variable, a menudo de apariencia similarala variable, solitarias o en acimulos, sésiles, filiformes, en ocasiones
gamuza, limitada, aterciopelada, de crecimiento radial oirregular, |globosas; se organizan generalmente con una microconidia en la punta
) blancas a grises, amarillas 0 marrones, en ocasiones con un centro | al final de la hifay el resto de ellas en forma paralela de la hifa. Las
LM-TT-080 Trichophyton tonsurans . . . .
rosado o rojo palido. macroconidias cuando estan presentes, son variables, de pared un
Reverso tiene pigmento rojo, amarillo o café. poco gruesa, usualmente de forma irregulary redondeadas
Clamidoconidias terminales e intercalares son formadas en cantidad
abundante.
Colonias algodonosas de inicio blancas que pueden tonarse amarillo | Hifas con clamidosporas en cadena que terminan con formacion de una
LM-TV-081 Trichophyton verrucosun su reverso puede serincoloro a amarillo. Levantadas, de bordes | especie de cuernos. Rara vez se observa la presencia de microconidias
regulares. en forma de gotas.
Micelio y pseudomicelio presenta artrosporas y blastosporas
. . cuadrados, La mayoria dispuestas como una cadena, pueden estar
. Suave, viscosa, facilmente desmontable, blanco-verde al nodo de ! y P . ) P
LM-TC-082 Trichosporon cutaneum , ausentes en los cultivos de mas edad.
color marrdn claro ) ) )
Las hifas y seudohifas se encuentran bien desarrolladas, numerosos,
fuertemente tahicado
) ) Colonias blancas de textura lanosa al principio que se convierten en |Micelio septado, conididforos largos con conidios en forma de gota con
LM-TR-083 Trichothecium roseum ) ¥ w i )
rosadas. Sin color en su reverso. Bordes definidos. una division transversal que la divide en dos células.
Colonias de color grisaseo a negro en el frente y asu revés color | Colonias de color grisaseo a negro en el frente y a su revés color negro,
LM-UI-084 Ulocladium spp negro, de textura afelpada y terrosa, su superficie es plana con de textura afelpada y terrosa, su superficie es plana con bordes
bordes regulares. regulares.
) . ) o ) Forma pseudohifas septadas con racimos de blastosporas redondas y
LM-CA-001 Candida albicans 1 Colonias grandes blancas, blandas palidas, cremosas y lisas. ) i 1 "
forma clamidosporas terminales. Tubo germinal positivo.
, . ) " ) Forma pseudohifas septadas con racimos de blastosporas redondas y
LM-CA-002 Candida albicans 2 Colonias blancas, blandas palidas, cremosas y lisas. i ) ) =
forma clamidosporas terminales. Tubo germinal positivo.
LM-CG-003 Candida parapsilosis Colonias de color blanco, cremosas, brillantes y rugosas Blastoconidias pequenas, redondeadas, de pared delgada,gemantes
LM-Rh-004 Rhodotorula spp Colonias de color rojo coral-naranja, mucosas y brillantes. Células redondas u ovales con blastoconidios de base estrecha.
. ) . - En suspension con tinta china se observan blastoconidios con gemas de
Colonias de color blanco- amarillento, mucoides, limitadas y . .
LM-CN-005 | Cryptococcus neoformans la mitad del tamafio y un halo transparente de pared gruesa que esla

convexas.

capsula.
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Anexo 7: Se adjuntan los registros e instructivos que corresponden a los procedimientos

operativos estandar adjuntados en el segundo CD.

e Base de datos de hongos filamentosos y levaduriformes

e Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos Filamentosos y
Levaduriformes

e Coordenadas y numero de placas

e LM-D1-01 Ingreso de nuevas cepas

e LM-D2-01 Identificacion de hongos Filamentosos

e LM-D3-01 Identificacién de hongos Levaduriformes

e LM-D4-01 Codificacion y Almacenaje de hongos

¢ LM-R1-01 Registro de ingreso de nuevas cepas

e LM-R2-01 Temperaturas

e LM-R3-01 Instructivo de cultivo y subcultivo de nuevas cepas de hongos
filamentosos y Levaduriformes

e LM-R4-01 Registro de identificacion de hongos Filamentosos

¢ LM-R5-01 Instructivo de identificacion de hongos Filamentosos

¢ LM-R6-01 Instructivo de identificacion de hongos Levaduriformes

¢ LM-R7-01 Registro de aislamiento e identificacion de hongos levaduriformes

e LM-R8-01 Instructivo de codificacién y almacenaje de hongos Filamentosos y
Levaduriformes

e 250 fotografias macroscépicas

e 335 fotografias microscopicas
Se adjunta la informacién recolectada de los 89 hongos contiene el género y especie,

codificacién, fecha de almacenamiento y condiciones de siembra en caso de ser

necesario y la ubicacion de cada uno segun su método de conservacion y placas.
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Anexo 8: Lista de Verificacibn como primera linea del analisis de las condiciones del Laboratorio de Micologia y su micoteca.

LISTA DE VERIFICACION DEL LABORATORIO DE MICOLOGIA

CUMPLIMIENTO
ITEM NOMBRE ESTADO* OBSERVACIONES
SI/NO
REACTIVO A,‘zul de lactofenol Regular El reactivo tenia sedimentos. NO
Acido lactico NA El laboratorio no disponia de ese reactivo NO
Agar papa dextrosa Bueno Libre de contaminacidn N
MEDIOS DE CULTIVO |Agar avena Bueno Libre de contaminacion S
Agar sabouraud Bueno Libre de contaminacion N
AsaenlL Bueno Buenas condiciones Sl
Asa calibrada Regular No disponian de la cantidad necesaria NO
MATERIALES Pinzas Bueno Buenas condiciones Sl
Aguja de diseccion Bueno Buenas condiciones Sl
Caja Petri de vidrio Bueno Cantidad necesaria Sl
Mechero bunsen Bueno Buenas condiciones Sl
Microscopios épticos Regular Malas condiciones en los lentes Opticos NO
Estereomicroscopio Bueno Buenas condiciones Sl
EQUIPOS Incubadora a temperatura ambiente |Malo No cumple con condiciones de esterilidad NO
Incubadora a 37°C Bueno Buenas condiciones N|
Refrigeradora Bueno Buenas condiciones Sl
RECURSO HUMANO ([Responsable Regular El personal no esta capacitado para el manejo adecuado de la micoteca NO
METODOS Documentacion Malo No existe documentacion NO
Organizacién Malo No existe organizacion NO

*Estado: Bueno, regular, malo

Elaboracién: (Figueroa & Soria, 2017)
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Anexo 9: Inserto APl 20 C AUX.

[REF] 20 210

yapic 20 C AUX

Sistema de Kentiicackn de levaduras

INTRODUCCION Y OBJETO DEL ENSAYO

La galeria AF1 20 C AUX es un sklema para a
dentiicaciin precdsa de 1as levaduras que se encueniran

de dentficaciin al firal de esta ficha ¥onica.

PRINCIPIO

La galeria AF1 20 C AUX esta constiuida por 20 olpulas
que contienen substratos deshidratados y permiien
clectuar 19 emnsayos de asimilacion. Las copulas se
nocdan con un medio minimo semi-agar y las levaduras
crecen solamente s son capaces de utlizar of subsirato

PRESENTACION (caja de 25 tosts)
- 25 galerias AP| 20 C AUX

- 25 camaras de Incubacion

- 25 ampolas de API C Medlum

- 25 hojas de resutados

- 1%chatécnica

COMPOSICION
Galeria

La compesicdn de & galeria API 20 C AUX puede verse
on la §sta de ensayos que se detalla a continuackiec

Medio

AP1C Medior Suffato amamcs t1]

Tm Faxteic roropotancn og
Foeis dpodaks DAsg
raststs daodm nag
Clowro sadcs Oig
Clauw csioes (T3]
Suffslo magnesco 02p
L-iascira 0002 g
L-Tassfaro 02lq
L-Nesora og
Ageria 0ig
Schuotn ce darunas imi
Zohucitn te sigo-ckmenin 10mi
Agua desmineralicads ap WO mi
P Snal: G408 (2 20-25°C)

el g
ﬂ

E
E
|

-
e

XYL D-XYioka 1,3
ADO

:

X X ol 1,2

g

A pesar ce conlener of agente geificante, no es
nocesario fundir previamente ol APl C Medium, ya que
se pipeiea con a misma faclidad que cullquer medio
liguido. Con o 9n de levar los medios a i lemperatura
amblene, es preferitie sacar las ampolas dal refrigerador
algunas horas antes de su utizadon. No agitar.

REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIOS PERO NO

SUMINISTRADOS

Reactivos J Instrumentacion

- AF| Suspension Medium, 2 mi (ret. 70 7004 0
AF1 NaCl 0,85 % Medium, 2 mi {ref. 20 070)

- Sabouraud Medum (rel. 420260431710
eqdvalene)

- NMcFardand Standard ref. 70 S00), punto 2

- Catdlogo Analitico AF1 20 C AUX (Ret. 20 250),
programa ce identficacdon apiwed ™ (Ref. £0 011),
sistema ATE™ o min/ APS (consuftar 3 bioMérieux)

- RAT Medium [Riz Agar Tween]

Matorial

- Pipetas o PSipeties

- Protege-amgolia

- Gradilas para ampolas

- Equipo gereral de aboratorio de bacleriologla

PRECAUCIONES DE UTILIZACION

« Para diagndstico M vitro y control microbiologico.

« Exclusivamente para uso profesional.

« Esle equipo confiene compuesios de origen animal B
cerificado del origen wo ol estado sanitario de los
animales no puede garantizar de forma absoluta que

é‘
§
?
;
:

Microbicioqica)
- (ma edicdn”, o la reglamentacion vigense en o
pais de uilizacion.

bioMdrian® SA Espanat -1

63



apr® 20 O AL

= Mo emplear los readivos después de su Jecha de
mmducidad.

= Anles die su ulllzacidn, wenficar la inlegridad del
s y OF SUS COmponenies.

= o wilizar galerdas que hayan sulido una alerackn
Thim: ciapda defcrmada, ..

= &hrirlas ampollas con delicadeza del modo siguienie:

" Mook 1 -

Ll - Cubrir la parie indinada del lapdn con
primera falange del pulgar.

- Ejercer wra presion con el pulgar en la
base de la pare incinada del lapdn para
romper la exiremidsd de la amgsolla

" Modehs I -

- Eerca una presitn  hoizontal oo el
pulgar en la parie esTiada del apan para
romper  exremidad de la ampala.

» La imerprefacion de los resulados del sl debe ser
realizads leniendo en ouenia N confes clinioo o de
oo Bipn, o origen de las muesTas, los aSpecios macno
¥ Miocsoipicos de  colonia y, eversmimente, los
msuflados de Oims  desis, especilmente ol
arifungigrama.

COMDICIONES DEE ALMACEMNAMIENTO

Las galerias y los medios se consenan a 2-8°C hasia la
fecha limile de uilracion indoads o Bl effase

MUESTRAS (RECOGIDA ¥ PREFARACION)

H AF1 20 C ALX no debe ser uilrado dineclamenie a
pariir e mUEsTas O ongen clinios o @ oiro Hpo

Los microorganismos @ identficar debe aslarse en wra
mimera fase sobee un medio de cullvo apropiado segan
s donicas usuales e bacioriologia.

MODO DE EMFLED

Fraparaciin de ka galeria

= Reunir jonds y fapa de una cimara de inoubackdn ¥
repart aproaimadamente 5 mil de agua destiada o
desmireralizada jo cualquisr agua sin adi@ves ni
derfendos suscepibles de Eberar gases (E). Gk, COs,
eic. ] en kos alvdolos para orear una admdsiera hirmesda.

= Irsoribir la referencia de la cepa en la kenglets lateral
e la camara. (Mo insoibi @ referencia scbre la taga,
¥ que ésia pusde resullar desplazada dumanie La

maripuilaciing.

= Reirar la galeda de su envase individual y depcsiaria
o la cdmara de incubacktn.

Fraparacion ded indculo

= dAbwir una ampola de AR Susperdaion Moedum (2 mi) o
una ampaola de AP MaCll 0,85% Medum {2 mil} como
s indica en & pdrmalo "Frecaucones de uilizaotn” de
b presenie ficha hkEcnica, o ullizar un lubo gue
conienga 2 mi de la misma seluciin Sin adikao.

= Con la ayuda de una pipela, exdras una racodn de
colonia por aspimcdn o por ioQues socesivos. LHilizar
preleremiemente culives jivemes [18-24 horas].

= Realtzar ura suspersiin de evaduras de habides igual
a la del pairdn 2 de MoFadand. Esis suspensitn debe
sor  ullizada  inmediatamenie  despods e SU
prEparackin.

= Abiir una ampola de AR C Medium tal y como se indcs
en &l pdmafo "Precauciones de uilzacdn” y ransienr a
& 100 o de la suspersion antenior. Homogenetrar con la
pipeta evilarsdo i formackien die bortas.

Inoculacidn do la galoria

= Lienar s copuas con la sespenskin obienida en el AP C
Medium. Evilar la fommacdn de bubijas colocando
puna de la pipeta sobee la 2ona bieml de B odpols
Cuidar qgue se oree un nivel horizontal o goramenis
COMWeExs pfD jamds conoave. Las copulae pancil o
EamEGhamenne Beras Son s de resuliados incomeoiog.
= okies & oerrar la cdmara de inDubacidn & incubar
4B8-72 horas [+ § horas) a 29°C + 2%C.

LECTURA E INTERFRETACION

Lechsra de la galaria

Diespiss e 45 horas. die incubacitn, o de 72 horas {si o
ersayos, en paticular la ghocosa no resulian muy daros
despuds de £48 horas), cbsenar ol credmisnto de las
levadaas comparaihvamenie con la copala 0, teslioo
megative. Uma cdpula con mayor turbidaz que @ de
conin nE indica una reacckin positiva gue fa de ser
arotada en  hioja e resuliados.

Con @ fin de evilar ioda condaminaciin duranie una
rEnCUbckn, kEvaniar la lapa esclusivamenie duranie &
peevindio e lecium.

Ensayo Morloldgico

Cieferminar la presercia de hitas [micelio) o de peeudoiias
{pseudomicelo) con la ayuda S medio RAT [Riz Agar
Tween]

Dieposiar una gola de la sepersidn oblenida en AP
Suspersion Mediom o AF1 NaCl 0,85 % kMedum en o
mcdio RAT, 0 seguir s recomendaciones. dil fabricarie
Esie ensayn corsimsse o n® 21 de la galeria Be
considera posiivo on caso de evidenola de la presencia
de hilas o de pseudohilas.

Intarprofaciin
La idenifcacion s& obticre a pardr del parfil nasméncio.

= Determinadion del pertl romiénioo -

En la hoja de resulados, los iesis estdn separados en
Qrupos e PEs Y SE asigna para mda uno un walkor 1, 2
& &, Sumande al imenor de cada grupo los nomerEs
Qe ComeEsponden a reaccdones poshivas, se obberen T
cliras quie coratifuyen o perfil numdério.

ldeniificaciin -

e realiza a parii de la base de dalos OV 4.0).

* Con la ayuda del Catsingo Analiics

- Liscalizar o perfl ruménco en la lista de los perfies.
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- Inroduck manualmenie por leclado & pefl
numeiricn de T ciras.
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CONTROL DE CALIDAD
L galerias y medios 50N objelo e conimoles de calidad sislematoos duranie as dierenies etapas de su Tabrcadion. E

usuano puede resllzar ademds un control

de los lests de la galeria, medanie la cepac 1. Canohda

guiiWermondil ATCC E280 con prelerenca a una de las cepas siguienies -

2 Cryplocooces urent ATCC 18803 3 Candida glabrata ATCC 151256
ATCC:  Amriean Ty Couse Colactien, 10801 Unemity Boulivasd b anaies, VA 5 902000, USe
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Perfles obienidas despus. de £8 horas de incubacion Fas su culivo en agar Sabouraud.
Bl usuano &5 responsable de garanizar gue o conirol de caldad haya sido realizado conmlomme a & legislacion kocal

vigerie.

LIMITEE DEL EMSAYD

= El sisterma APl 20 C AL estd desdnado a la
denificacin de las kevadoras presenties en la base
de daios (w5 Tabla de |denifcackdn al fimal de b

ConiEngan un stilo Hpo de micnoorganismo.

RESULTADDS EEPERADDS
Corsultar ks Tabla de kenfificacitn que s induye all final

de esia fBcha fonica para adarar los  resdiados
esperados o las dilerenies reacoiones. bogimicas.

TAELA, DE IDERTIFICACION

CUADRD CE SMBOLOE

FRESTACIONES

Han sido ensayadas 5155 cepas de diversos origenes,
sl oomo oepas de ooledokon perencdenies a espocies
e la base de daioes :

- B3 T% de la copas han skdo  Kendfcadas
COPBEChamEnte (0N o Sin ensays suplementarios].

- 6,1 % de las cepas no han sido idenifimdas.

- 42 % 0t las copas e han Kenificad o incomectamanie.

ELMINACION DE LO5 RESIDUOS

Lz ammpolas de AP C Mediem no uSlrsdss posden ser
efiminadas. como residud no peligoso.
Eliminar todos s readivos uiiizados o no uliizados

fdistinios a las ampollas de AP C Mediom), asi oma los
maferales de un solo wso onlaminados siguienco s

Es responsabiidad o= cada laboralono la gestion e los
residus ¥ efuenies que produce, Segin U nalurakza y
pefigroeidad, garanfirardo (o hackendo pgaranizar) su
Talamienio y climinaddn segon s reglamentaciones
apdicabibes.
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Anexo 10: Listado de hongos filamentosos almacenados.

LISTADO DE HONGOS FILAMENTOSOS ALMACENADOS EN LA MICOTECA DE LA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

METODO DE ALMACENAMIENTO: Placas.

Caja porta placas 1

Posicién Cédigo Nombre del Hongo
1 LM-AC-001 Absidia cylindrospora

2 LM-Ab-002 Absidia spp.

3 LM-AS-003 Acremonium sclerotigenum
4 LM-AS-003 Acremonium sclerotigenum
5 LM-AI-004 Alternaria spp.

6 LM-AI-004 Alternaria spp.

7 LM-AI-004 Alternaria spp.

8 LM-Ar-005 Arthorgraphis spp.

9 LM-Ar-005 Arthorgraphis spp

10 LM-AC-006 Aspergillus chevalieri

11 LM-AC-006 Aspergillus chevalieri

12 LM-AF-007 Aspergillus flavus

13 LM-AF-007 Aspergillus flavus

14 LM-AF-007 Aspergillus flavus

15 LM-AG-008 Aspergillus glaucus

16 LM-AG-008 Aspergillus glaucus

17 LM-AG-008 Aspergillus glaucus

18 LM-AN-009 Aspergillus nidulans

19 LM-AG-010 Aspergillus niger

20 LM-AT-011 Aspergillus terreus

21 LM-AT-011 Aspergillus terreus

22 LM-AT-011 Aspergillus terreus

23 LM-AT-011 Aspergillus terreus

24 LM-AP-012 Aureobasidium pullulans
25 LM-Ce-013 Cephalosporium spp.

26 LM-Ce-013 Cephalosporium spp.

27 LM-CG-014 Chaetomium globosum
28 LM-CG-014 Chaetomium globosum
29 LM-Ch-015 Chrysosporium spp.

30 LM-CI-016 Cladosporium spp.

31 LM-CI-016 Cladosporium spp.

32 LM-CC-017 Colletotrichum crassipes
33 LM-Co-018 Colletotrichum spp.

34 LM-Co-018 Colletotrichum spp.

35 LM-Cu-019 Cunningamela spp.

36 LM-Cu-019 Cunningamela spp.

37 LM-CL-020 Curvularia lunata

38 LM-CL-020 Curvularia lunata

39 LM-Cu-021 Curvularia spp.

40 LM-Dr-022 Drechslera spp.

41 LM-Dr-022 Drechslera spp.

42 LM-Dr-022 Drechslera spp.
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Posicién Cédigo Nombre del Hongo
43 LM-EI-023 Emericella indica

44 LM-EI-023 Emericella indica

45 LM-Em-024 Emericella spp.

46 LM-Em-024 Emericella spp.

47 LM-Ex-025 Exophiala spp.

48 LM-FP-026 Fonsecaea pedrosoi
49 LM-FP-026 Fonsecaea pedrosoi
50 LM-FS-027 Fusarium solani

51 LM-FS-027 Fusarium solani

52 LM-Fu-028 Fusarium spp.

53 LM-Fu-028 Fusarium spp.

54 LM-GI-029 Gliocladium sp.

55 LM-GI-029 Gliocladium sp.

56 LM-He-030 Helminthosporium spp
57 LM-He-030 Helminthosporium spp
58 LM-Ma-031 Madurella spp.

59 LM-Ma-031 Madurella spp.

60 LM-MA-032 Microascus alvedanis
61 LM-MC-033 Microascus cinereus
62 LM-MT-034 Microascus trigonosporus
63 LM-MC-035 Microsporum canis

64 LM-MC-035 Microsporum canis

65 LM-MC-035 Microsporum canis

66 LM-MC-035 Microsporum canis

67 LM-MG-036 Microsporum gypseum
68 LM-MG-036 Microsporum gypseum
69 LM-MP-037 Microsporum persicolor
70 LM-MS-038 Monilia sitophila

71 LM-MA-039 Monosporium apiospermum
72 LM-MA-039 Monosporium apiospermum
73 LM-MA-039 Monosporium apiospermum
74 LM-MC-040 Mucor circinelloides

75 LM-Mu-041 Mucor spp.

76 LM-Mu-041 Mucor spp.

77 LM-My-042 Mycotypha spp.

78 LM-My-042 Mycotypha spp.

79 LM-MD-043 Myxotrichum deflexum
80 LM-My-044 Myxotrichum spp.

81 LM-My-044 Myxotrichum spp.

82 LM-MS-045 Myxotrichum stipitatum
83 LM-MS-045 Myxotrichum stipitatum
84 LM-OC-046 Ochroconis constricta
85 LM-OM-047 Ochroconis mirabilis.
86 LM-OM-047 Ochroconis mirabilis.
87 LM-0i-048 Oidium spp.

88 LM-0i-048 Oidium spp.

89 LM-Pa-049 Paecilomyces spp.

90 LM-Pa-049 Paecilomyces spp.

91 LM-PV-050 Paecilomyces variotii
92 LM-PV-050 Paecilomyces variotii
93 LM-PC-051 Penicillium citrinum
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Posicién Cédigo Nombre del Hongo
94 LM-Pe-052 Penicillium spp.
95 LM-Pe-052 Penicillium spp
96 LM-Pe-052 Penicillium spp.
97 LM-PA-053 Phialophora obovatum
98 LM-PG-054 Phoma glomerata
99 LM-PG-054 Phoma glomerata
100 LM-Ph-055 Phoma spp.
Caja porta placas 2
Posicién Cédigo Nombre del Hongo
1 LM-PB-056 Piedra blanca
2 LM-PN-057 Piedra negra
3 LM-PN-057 Piedra negra
4 LM-PV-058 Pitiriasis versicolor
5 LM-PV-058 Pitiriasis versicolor
6 LM-PV-058 Pitiriasis versicolor
7 LM-PB-059 Pseudallescheria boydii
8 LM-PB-059 Pseudallescheria boydii
9 LM-Pu-060 Purpureocillium spp.
10 LM-PV-061 Rhizopus spp.
11 LM-SK-062 Sarocladium kiliense
12 LM-SA-063 Scedosporium apiospermum
13 LM-SA-063 Scedosporium apiospermum
14 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum
15 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum
16 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum
17 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum
18 LM-SB-065 Scopulariopsis brevicaulis
19 LM-SB-065 Scopulariopsis brevicaulis
20 LM-SB-066 Scopulariopsis brumpti
21 LM-Sc-067 Scopulariopsis spp.
22 LM-Sc-067 Scopulariopsis spp.
23 LM-Sc-067 Scopulariopsis spp.
24 LM-Se-068 Sepedonium spp.
25 LM-Se-068 Sepedonium spp.
26 LM-SS-069 Sporothrix schenckii
27 LM-St-070 Stachybotrys spp.
28 LM-SR-071 Syncephalastrum racemosum
29 LM-SR-071 Syncephalastrum racemosum
30 LM-Ta-072 Talaromyces spp.
31 LM-Ta-072 Talaromyces spp.
32 LM-Ta-072 Talaromyces spp.
33 LM-TE-073 Thamnidium elegans
34 LM-TL-074 Trichoderma longibrachiatum
35 LM-Tr-075 Trichoderma spp.
36 LM-Tr-075 Trichoderma spp.
37 LM-TA-076 Trichohyton ajelloi
38 LM-TA-076 Trichohyton ajelloi
39 LM-TA-076 Trichohyton ajelloi
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Posicién Cédigo Nombre del Hongo
40 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes
41 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes
42 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes
43 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes
44 LM-TR-078 Trichophyton rubrum

45 LM-TS-079 Trichophyton schoenleinii

46 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

47 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

48 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

49 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

50 LM-TV-081 Trichophyton verrucosun

51 LM-TV-081 Trichophyton verrucosun

52 LM-TV-081 Trichophyton verrucosun

53 LM-TV-081 Trichophyton verrucosun

54 LM-TC-082 Trichosporon cutaneum

55 LM-TR-083 Trichothecium roseum

56 LM-TR-083 Trichothecium roseum

57 LM-UI-084 Ulocladium spp

58 LM-UI-084 Ulocladium spp

59 LM-UI-084 Ulocladium spp

LISTADO DE HONGOS FILAMENTOSOS ALMACENADOS EN LA MICOTECA DE LA

CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

METODO DE ALMACENAMIENTO: Agua destilada.

Tubera 1
Posicién Cadigo Nombre del Hongo
1 LM-AC-001 Absidia cylindrospora
2 LM-AS-003 Acremonium sclerotigenum
3 LM-AI-004 Alternaria spp.
4 LM-Ar-005 Arthorgraphis spp.
5 LM-AC-006 Aspergillus chevalieri
6 LM-AF-007 Aspergillus flavus
7 LM-Ce-013 Cephalosporium spp.
8 LM-CG-014 Chaetomium globosum
9 LM-Ch-015 Chrysosporium spp.
10 LM-CI-016 Cladosporium spp.
11 LM-CC-017 Colletotrichum crassipes
12 LM-Co-018 Colletotrichum spp.
13 LM-Cu-019 Cunningamela spp.
14 LM-CL-020 Curvularia lunata
15 LM-Cu-021 Curvularia spp.
16 LM-Dr-022 Drechslera spp.
17 LM-EI-023 Emericella indica
18 LM-Em-024 Emericella spp.
19 LM-Ex-025 Exophiala spp
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Posicién Cédigo Nombre del Hongo

20 LM-FP-026 Fonsecaea pedrosoi

21 LM-FS-027 Fusarium solani

22 LM-MA-032 Microascus alvedanis

23 LM-MC-033 Microascus cinereus

24 LM-MT-034 Microascus trigonosporus

25 LM-MC-035 Microsporum canis

26 LM-MG-036 Microsporum gypseum

27 LM-MC-040 Mucor circinelloides

28 LM-My-042 Mycotypha spp

29 LM-MD-043 Myxotrichum deflexum

30 LM-My-044 Myxotrichum spp.

31 LM-MS-045 Myxotrichum stipitatum

32 LM-OC-046 Ochroconis constricta

33 LM-OM-047 Ochroconis mirabilis

34 LM-0i-048 Oidium spp.

35 LM-Pa-049 Paecilomyces spp.

36 LM-PV-050 Paecilomyces variotii
Tubera 2

Posicién Cédigo Nombre del Hongo

1 LM-PC-051 Penicillium citrinum

2 LM-PO-053 Phialophora obovatum

3 LM-PG-054 Phoma glomerata

4 LM-PB-059 Pseudallescheria boydii

5 LM-Pu-060 Purpureocillium spp.

6 LM-SK-062 Sarocladium kiliense

7 LM-SA-063 Scedosporium apiospermum

8 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum

9 LM-SB-065 Scopulariopsis brevicaulis

10 LM-SB-066 Scopulariopsis brumpti

11 LM-Sc-067 Scopulariopsis spp.

12 LM-SS-069 Sporothrix schenckii

13 LM-St-070 Stachybotrys sp.

14 LM-SR-071 Syncephalastrum racemosum

15 LM-Ta-072 Talaromyces spp.

16 LM-TE-073 Thamnidium elegans

17 LM-TL-074 Trichoderma longibrachiatum

18 LM-Tr-075 Trichoderma spp.

19 LM-TA-076 Trichohyton ajelloi

20 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes

21 LM-TR-078 Trichophyton rubrum

22 LM-TS-079 Trichophyton schoenleinii

23 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

24 LM-TV-081 Trichophyton verrucosum

25 LM-UI-084 Ulocladium spp
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LISTADO DE HONGOS FILAMENTOSOS ALMACENADOS EN LA MICOTECA DE LA

CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

METODO DE ALMACENAMIENTO: Papel filtro.

Caja de almacenamiento de crioviales 1

Posicién Cadigo Nombre del Hongo
1 LM-AC-001 Absidia cylindrospora

3 LM-AS-003 Acremonium sclerotigenum
4 LM-AI-004 Alternaria spp.

5 LM-Ar-005 Arthorgraphis spp.

6 LM-AC-006 Aspergillus chevalieri

7 LM-AF-007 Aspergillus flavus

13 LM-Ce-013 Cephalosporium spp.

14 LM-CG-014 Chaetomium globosum
15 LM-Ch-015 Chrysosporium spp.

16 LM-CI-016 Cladosporium spp.

17 LM-CC-017 Colletotrichum crassipes
18 LM-Co-018 Colletotrichum spp.

19 LM-Cu-019 Cunningamela spp.

20 LM-CL-020 Curvularia lunata

21 LM-Cu-021 Curvularia spp.

22 LM-Dr-022 Drechslera spp.

23 LM-EI-023 Emericella indica

24 LM-Em-024 Emericella spp.

25 LM-Ex-025 Exophiala spp

26 LM-FP-026 Fonsecaea pedrosoi

27 LM-FS-027 Fusarium solani

32 LM-MA-032 Microascus alvedanis

33 LM-MC-033 Microascus cinereus

34 LM-MT-034 Microascus trigonosporus
35 LM-MC-035 Microsporum canis

36 LM-MG-036 Microsporum gypseum
40 LM-MC-040 Mucor circinelloides

42 LM-My-042 Mycotypha spp

43 LM-MD-043 Myxotrichum deflexum
44 LM-My-044 Myxotrichum spp.

45 LM-MS-045 Myxotrichum stipitatum
46 LM-OC-046 Ochroconis constricta

47 LM-OM-047 Ochroconis mirabilis

48 LM-0i-048 Oidium spp.

49 LM-Pa-049 Paecilomyces spp.

50 LM-PV-050 Paecilomyces variotii

51 LM-PC-051 Penicillium citrinum

53 LM-PO-053 Phialophora obovatum

54 LM-PG-054 Phoma glomerata

59 LM-PB-059 Pseudallescheria boydii
60 LM-Pu-060 Purpureocillium spp.

62 LM-SK-062 Sarocladium kiliense

63 LM-SA-063 Scedosporium apiospermum
64 LM-SA-064 Scedosporium aurantiacum
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Posicién Cédigo Nombre del Hongo
65 LM-SB-065 Scopulariopsis brevicaulis

66 LM-SB-066 Scopulariopsis brumpti

67 LM-Sc-067 Scopulariopsis spp.

69 LM-SS-069 Sporothrix schenckii

70 LM-St-070 Stachybotrys sp.

71 LM-SR-071 Syncephalastrum racemosum
72 LM-Ta-072 Talaromyces spp.

73 LM-TE-073 Thamnidium elegans

74 LM-TL-074 Trichoderma longibrachiatum
75 LM-Tr-075 Trichoderma spp.

76 LM-TA-076 Trichohyton ajelloi

77 LM-TM-077 Trichophyton mentagrophytes
78 LM-TR-078 Trichophyton rubrum

79 LM-TS-079 Trichophyton schoenleinii

80 LM-TT-080 Trichophyton tonsurans

81 LM-TV-081 Trichophyton verrucosum

Caja de almacenamiento de crioviales 2

Posicién

Cédigo

Nombre del Hongo

1

LM-UI-084

Ulocladium spp
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Anexo 11: Listado de hongos levaduriformes almacenados.

LISTADO DE HONGOS LEVADURIFORMES ALMACENADOS EN LA MICOTECA DE

LA CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

METODO DE ALMACENAMIENTO: Placas.

Caja porta placas 3

Posicién Cédigo Nombre del Hongo
1 LM-CA-001 Candida albicans

2 LM-CA-002 Candida albicans

3 LM-CG-003 Candida glabrata

4 LM-Rh-004 Rhodotorula spp

5 LM-CN-005 Cryptococcus neoformans

LISTADO DE HONGOS LEVADURIFORMES ALMACENADOS EN LA MICOTECA DE

LA CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

METODO DE ALMACENAMIENTO: Agar Agar.

Caja de almacenamiento de crioviales 3

Posicién Cadigo Nombre del Hongo
1 LM-CA-001 Candida albicans

2 LM-CA-002 Candida albicans

3 LM-CG-003 Candida glabrata

4 LM-Rh-004 Rhodotorula spp

5 LM-CN-005 Cryptococcus neoformans
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Anexo 12: Metodologia para la realizacion de la micoteca.

Imagen 2: Esterilizacién de material.
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TUBERA DE HONGOS FILAMENTOSOS
DE LA MICOTECA
BIOQUIMICA CLINICA
TUBERA 1

Imagen 4: Método de conservacion agua destilada- hongos filamentosos.
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PLACAS DE HONGOS FILAMENTOSOS
DE LA MICOTECA
BIOQUIMICA CLINICA

Imagen 6: Método de conservacion en placas.
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Imagen 7: Codificacion de placas.

Imagen 8: Comprobacion de métodos.
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Imagen 9: Reactivo utilizado.

Imagen 10: Api 20 C AUX.
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