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RESUMEN

La incidencia global de las infecciones producidas por micosis ha
presentado un incremento importante en los Ultimos afos, siendo la
candidemia la forma de infeccién nosocomial por levaduras mas frecuente
en nuestro medio. El objetivo de este trabajo es disenar el manual de
organizacién y estandarizacién del laboratorio de Micologia del Hospital
Dr. Domingo Luciani, este laboratorio atiende a una poblacion de
pacientes importantes del Distrito Capital, y no tiene un documento que
especifique la estructura, funcionamiento, descripcion, identidad legal, los
procesos para el andlisis de las diversas muestras para estudios
micologicos, que se reciben, por lo cual el personal que aqui labora, ejerce
sus funciones de acuerdo a un entrenamiento de varias semanas, sin
conocer la mision y vision de la unidad, sus funciones, y deberes, por lo
que el fin dltimo de esta unidad no se puede llevar a cabo correctamente
como esta establecido. Es importante resolver el problema planteado ya
que involucra una gran poblacién del pais que son los pacientes del IVSS,
con esto se persigue mantener procedimientos para controlar todos los
documentos e informacion (de fuentes internas o externas), asentando
formalmente las actividades del Laboratorio y de esta forma el personal
que aqui labora pueda ejercer sus funciones correctamente y los médicos
obtener un resultado de alta calidad de un cultivo para hongos, realizado
en este laboratorio, constituyendo asi con una herramienta adicional en el
momento de escoger un tratamiento en beneficio de la salud publica. Se
espera realizar este documento escrito que permita organizar y
estandarizar todos los procedimientos para facilitar la prestacién de un
servicio continuo de calidad a nuestros usuarios.

Descriptores: Manual, organizaciéon, estandarizacién, micologia,
procedimientos, laboratorio.

Disciplina: Organizacion y Direccion de Empresas

Area: Gerencia de Servicios Asistenciales de Salud
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SUMARY

The global incidence of the infections produced by micosis has
presented/displayed an important increase in the last years, being
candidemia the form of more frequent hospital-acquired infection by
leavenings in our means. The objective of this work is to design the
organization manual and standardization of the laboratory of
Mycology Dr. Domingo Luciani Hospital, this laboratory takes care of
a population of important patients of the Capit District, and it does
not have a document that specifies the structure, operation,
description, legal identity, the processes for the analysis of the
diverse samples for micologicos studies, that are received, thus the
personnel who toil, exert its functions according to a training of
several weeks here, without knowing the mission and vision the unit,
its functions, and duties, reason why the last aim of this unit cannot
correctly be carried out like this established.lt is important to solve
the posed problem since it involves a great population of the country
that are the patients of the IVSS, with this it is persecuted to maintain
procedures to control all the documents and information (of internal
or external sources), formally seating the activities of the Laboratory
and this form the personnel who toils here can exert its functions
correctly, and the doctors to obtain a result of high quality of a study
mycolgy, realised in this laboratory, thus constituting with an
additional tool when to choose a treatment to the benefit of the public
health. One hopes to realise this written document that it allows to
organize and to standardize all the procedures to facilitate the
benefit of a continuous service of quality to our users.

Descriptors: Manual, organization, standardization, mycology,
procedures, laboratory.

Discipline: Organization and Direction of Companies

Area: Management of Welfare Services of Health
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Introduccion

Durante los ultimos afos se ha producido un considerable aumento
de las infecciones sistémicas graves causadas por hongos debido al
incremento en el numero de pacientes susceptibles a ellas, como el
estado de inmunodepresidn en receptores de dérganos, pacientes con
tratamientos antineoplasicos y con enfermedades autoinmunes, entre
otros. En este sentido, el laboratorio de Micologia se ha convertido en una
herramienta esencial para el diagnostico y tratamiento fungico, que
resuelva la infeccién micética en el paciente.

El laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, funciona
desde el afo 1991, y es el unico con el cual cuenta el Instituto
Venezolano de los Seguros Sociales (IVSS), funciona en el turno de la
tarde (1-7p.m.) de Lunes a Viernes. Actualmente, procesa una media de
alrededor de 1050 muestras mensuales. Se encarga del procesamiento
de muestras biologicas para la deteccion de agentes micéticos (hongos),
su identificacion, sensibilidad, asi como pruebas de inmunodiagnostico.
De aqui se puede deducir la importancia de esta seccion en el
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de los pacientes que presenta

enfermedades micdticas.

Este laboratorio no posee actualmente un manual de organizacion ni
estandarizacion de procedimientos de las actividades que alli se realizan,
por lo que nuestro propdsito es evaluar las condiciones actuales, plantear
una misién, una vision, y los valores de esta seccion; se describiran
procesos y funciones con el fin organizar y estandarizar todos los
procedimientos para facilitar la prestacion de un servicio continuo y de
calidad a nuestros usuarios y asi disponer de un laboratorio de Micologia
bien establecido, representando una contribucién importante a la salud
publica, pues suministra datos al proceso de diagnostico de
enfermedades producidas por hongos, para su prevencion y terapéutica.



El Manual de organizacion y estandarizacién, constituye un
documento que define, la estructura, funcionamiento, descripcion,
identidad legal, recursos y deberes. Ademas presenta la distribucién
fisica, recursos financieros, humanos, y materiales. También se describe
las interrelaciones jerarquicas tanto vertical como horizontal entre los
diferentes cargos que conforman la estructura organizacional de la
unidad.

Asimismo, permite que los funcionarios y demas servidores del
area conozcan con claridad su ubicacién dentro de la estructura organica
y sus deberes dentro del cargo que le ha sido encomendado, asi como su
jerarquia y nivel de responsabilidad, facilitando el seguimiento, evaluacion
y control de las tareas y/o actividades permanentes de cada Unidad
organica.

A continuacion se expondra un trabajo estructurado en varias
secciones, todo su contenido se centra en la exposicion de la
problemética que consiste en la falta de un manual de organizacion y
estandarizacion de procedimientos para los empleados que laboran en el
laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani. Su delimitacion
y contexto referencial. Se plantea el Objetivo General y los Obijetivos
Especificos de este estudio, asi como su justificacion, se describe el tipo
y disefio utilizado para la investigacion, correspondientes a las
caracteristicas propias que se desarrollaran luego en el  Marco
Organizacional, y Marco Conceptual, se habla de los antecedentes
relacionados con la investigacion, asi como la sustentacion legal y
consideraciones éticas que respaldan este trabajo, adicionalmente se
plantean los resultados esperados, referencias bibliografias que apoyan
esta investigaciéon. Finalmente se expone un cronograma de actividades,

asi como el presupuesto necesario para llevar a cabo dicho estudio.



CAPITULO |. ELEMENTOS GENERALES: ORGANIZACION Y
ESTANDARIZACION DEL LABORATORIO DE MICOLOGIA

1.1. Planteamiento del Problema

La incidencia global de las infecciones producidas por micosis ha
presentado un incremento importante en los ultimos afos, siendo la
candidemia la forma de infeccién nosocomial por levaduras mas frecuente
en nuestro medio. Sin embargo su tasa de incidencia global es dificil de
precisar puesto que depende del grado de especializacion del hospital. En
los hospitales de tercer nivel el incremento de su incidencia, comparada
con la observada en la década de 1980, es superior al 500%, pero en los
hospitales rurales es considerablemente inferior 75% (Cantén, E., y col
2001: 51-55)

En la década de los 1980 la National Nosocomial Infecctions
Surveillance System (NNIS) confirma el crecimiento de infecciones
fungicas que pasan de 2,0 a 3,8 infecciones/1000 pacientes al final de
dicha década (Bartizal, K., et al 1997:2326-2332).

En general todo estado de inmunosupresion de linfocitos T no
solo la infeccién con Virus de inmunodeficiencia humana (VIH), sino el
uso de corticoesteroides, trasplante de 6érganos, cirugias mayores,
quemaduras, entre otras, son factores de riesgo para desarrollar una
Infeccion fangica invasora (IFl), seguido de la estancia prolongada en
unidades de cuidado intensivo (UCI) (Del Palacio, A., y col 2006: 29-31)

El programa de vigilancia antifungica mundial ARTEMIS, muestra
un analisis de 140.767 aislados de levaduras obtenidas y examinadas de
127 centros médicos diferentes en Asia, Latinoamérica (incluyendo a
Venezuela), Europa, Medio Oriente y Norteamérica, entre junio de 1997 y
diciembre de 2003, donde se observa una tendencia decreciente en la
tasa de aislamiento de C. albicans (reduccion 69% a 59% ), durante el
curso de 6.5 anos y por el contrario, hubo tasas crecientes de aislamiento
de C. tropicalis (aumento 4,38% subi6 a 7,20%) y C. parapsilosis (4,03%
subié a 6,96%). Los aislamientos de especies inusuales como C.



guilliermondii, C. kefyr, C. rugosa y C. famata, aumentaron de 2 a 10
veces durante el curso de ese estudio (Pfaller M A, y col 2005: 5848 -58-
59. En Venezuela en el Hospital Dr. “Domingo Luciani”’, también se
muestra un aumento de las micosis aisladas en los Uultimos aros,
presentandose tasas crecientes de levaduras distintas a C. albicans, se
realiz6 un estudio de 802 cepas de levaduras consideradas patdgenas,
aisladas de fluidos normalmente estériles, y resulté que C. albicans se
aislé en un 42,45 % de las muestras, no obstante la observacién de
especies diferentes, en conjunto ocupan ya un lugar prominente 54.8%)],
datos estos interesantes que muestran el aumento progresivo de especies
distintas a C. albicans igualmente en nuestro pais (Reyes H, y col 2005:
44-47)

Los avances tecnolégicos en diagnostico y terapéutica surgidos
en los ultimos afos han permitido la sobrevida de los pacientes con
enfermedades que presentan alta morbi-mortalidad, al poder ofrecerles un
diagnéstico rapido y terapia adecuada. Desafortunadamente la terapia
inmunosupresora para aumentar la sobrevida de los pacientes con
cancer, o sometidos a trasplante de érganos, entre otros, se traduce en
un factor de riesgo que favorece el desarrollo de infecciones oportunistas
y/0 nosocomiales por lo que es determinante ante la sospecha de una IFlI,
indicar tratamiento antifungico empirico para minimizar el alto porcentaje
de mortalidad . Y en segundo lugar enviar la muestra a un laboratorio de
Micologia para estudiar el hongo causante de la infeccion, investigar su
género y especie asi como las pruebas de susceptibilidad
correspondiente. Y de esta manera poder predecir la respuesta clinica
mas probable al tratamiento para lograr el restablecimiento de la salud del
paciente. ((Bartizal, K., et al 1997:2326-2332).

Sin embargo la mayoria de nuestros hospitales no cuentan con un
laboratorio de micologia que tenga bien establecido en un documento la
estructura, funcionamiento, descripcidon, identidad legal, recursos y

deberes, asi como, la descripcion de cargo de su recurso humano y los



procesos para el andlisis de las diversas muestras que se reciben, por lo
que el personal que aqui labora, ejerce sus funciones de acuerdo a un
entrenamiento de varias semanas, sin conocer la misién y vision de la
unidad, sus funciones, y deberes, por lo que el fin Ultimo de esta unidad

no se puede llevar a cabo correctamente.

A la hora de realizar una actividad el recurso humano de este
servicio tiene que apelar a su memoria, libros de texto, y manuales
escritos por otras instituciones, adaptandolo a las condiciones existentes,
para poder ejercer su labor lo mas acertadamente posible, por esta razén
se hace necesario el proponer la elaboracion del Manual Organizacional y
Estandarizacién en este servicio, porque disponer de un laboratorio de
Micologia bien establecido, representa una contribucién importante a la
salud publica, puesto que suministra datos al proceso de diagnostico de
enfermedades producidas por hongos, su prevencién y terapéutica.
Ademas se estaria mejorando la calidad de las funciones y actividades del
personal que aqui labora y como consecuencia mejoraria también la
calidad de los resultados emitidos por este servicio, prediciendo asi la
respuesta clinica mas probable al tratamiento, o detectar el potencial fallo
terapéutico y asi mejorar la salud de los pacientes que acuden a este
servicio.

1.2 Formulacion y sistematizacion del problema

¢ Existen politicas estratégicas para el correcto funcionamiento de un
laboratorio de Micologia? ¢Existen normas establecidas para el
procesamiento de muestras biolégicas con sospecha de infeccion
fungica? ¢ Existen procedimientos establecidos para el procesamiento de
muestras biolégicas con sospecha de infeccion fangica? lInfluiria la
normalizacién de un documento que tenga bien establecido la estructura,
funcionamiento, descripcion, deberes, en la calidad y eficiencia de los
resultados emitidos por este servicio? |



1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General

% Disenar el manual de organizacion y estandarizacion tecnoldgica y
de funcionamiento del laboratorio de Micologia del Hospital Dr.

Domingo Luciani

1.3.2 Objetivos Especificos

% Determinar la misién, visién, y valores del laboratorio de Micologia
del Hospital Dr. Domingo Luciani.

% Definir el manual descriptivo de cargo del recurso humano y los
requisitos minimos exigidos para su ejercicio del Laboratorio de
Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani

% Establecer los recursos econémicos - financieros y materiales del
laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani.

% Describir los procedimientos para obtencién, transporte y
conservacion de muestras del laboratorio de Micologia del Hospital
Dr. Domingo Luciani.

% Estandarizar las técnicas, procesos y procedimientos para el
diagnostico micoldgico del laboratorio de Micologia del Hospital Dr.

Domingo Luciani.

1.4 Justificacion

Es importante resolver el problema planteado ya que involucra una
gran poblacion del pais que son los pacientes del IVSS, con esto se
persigue documentar y mantener procedimientos para controlar todos los
manuscritos e informacion (de fuentes internas o externas), estableciendo
las actividades del Laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo
Luciani y de esta forma los profesionales de la salud de este hospital y de

cualquier institucion que obtengan un resultado de un analisis proveniente



de este laboratorio, dispongan de una herramienta de calidad para el
momento de escoger un tratamiento en beneficio de la salud publica.

Al lograr esto se estaria beneficiando el paciente, pues el tratamiento
seria el apropiado y se lograria la recuperacién de la salud. Asi mismo, el
costo del tratamiento por paciente disminuiria porque se estaria
suministrando el antifungico mas adecuado, por otro lado realizar estas
pruebas en clinicas privadas seria mas costoso para el enfermo. Y de la
misma manera el laboratorio de Micologia del Hospital Dr. “Domingo

Luciani” mejoraria la calidad del servicio que presta a la comunidad.
CAPITULO IIl. METODOLOGIA.

2.1 Marco Organizacional
Son todos aquellas presunciones y aspectos fundamentales que
se deben resaltar para conocer la organizacién con la que se esta

trabajando.

2.1.1 Presentacion del laboratorio de Micologia del hospital Dr.

Domingo Luciani
% Ubicacion Fisica

> [Estado: Distrito Capital

» Municipio: Libertador

> Localidad: El Llanito

> Direccion Completa: Final Av. Rio Janeiro, Urbanizacion
El Llanito, Hospital General del Este Dr. Domingo Luciani,
piso 1, Servicio de Bioanalisis, Laboratorio de Micologia.
Caracas — Venezuela.

» Apartado Postal: 1070.

» Caddigo Postal: 1010.



2.1.2 Organigrama estructural del servicio de Bioanalisis
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2.1.3 Reseia Histoérica

El Hospital del Este Dr. Domingo Luciani, representa uno de los
principales complejos sanitarios que atiende a la poblacion del Distrito
Capital. Ubicado en la urbanizacién El Llanito, al Este de la ciudad de
Caracas, Venezuela. Se construyo entre los afios 1974 y 1977, con una
extension de aproximadamente 50.000 m2 de construccion y una
capacidad de 694 camas. Inaugurado el 10 de Abril de 1987. Es un
hospital tipo IV, con 447 camas operativas, con un movimiento anual de
21.000 pacientes en hospitalizacion, 9 quiréfanos operativos: 5 para
intervenciones electivas, 2 para Emergencias, y 2 para Obstetricia.
Funciona las 24 horas del dia, todos los dias del afo. Ofrece servicios de
consulta (Medicina Interna, Cirugia, Dermatologia, Otorrinolaringologia,
Ginecobstetricia, Pediatria, entre otros.), y Emergencia. Consta de
servicios de Rayos X, Didlisis, Anatomia Patolégica, Banco de sangre y
Servicio de Bioanalisis.

El Servicio de Bioanalisis es una unidad independiente, destinada a
contribuir con la promocién y restitucién de la salud publica, mediante el
analisis de muestras bioldgicas, realizados mediante métodos cientificos y
tecnologia propios del laboratorio clinico, para suministrar datos al
proceso de diagnostico de enfermedades, su prevencién y terapéutica.

El Servicio de Bioanalisis del Hospital Dr. Domingo Luciani esta
ubicado en el piso 1 del Edificio Sede y funciona desde la inauguracion
del Hospital hace 22 afnos. Esta conformado por un Laboratorio de Rutina
y por el Laboratorio de Emergencia (que funciona las 24 horas todos los
dias del ano).

El Servicio de Bioanalisis esta estructurado por una Jefatura, una
Adjuntoria o Coordinacion de Administracion y diferentes areas de
especialidades, como son Hematologia, Coagulacién, Bioquimica,
Inmunologia, Endocrinologia, Microbiologia, entre otros. Dentro del &rea
de Microbiologia se encuentra la seccidén de Bacteriologia y Micologia.



La seccién de Micologia funciona desde el afio 1991, y esta
dedicado al analisis de muestras provenientes de seres humanos, con
sospecha de enfermedades micoéticas, de sitios anatémicos superficiales
(piel, pelo y unas) y profundos (orinas, liquidos corporales, secreciones,
esputos, hemocultivo, ulceras cornéales, etc) realizados con tecnologia y
métodos cientificos propios de un laboratorio clinico, se realiza
identificacion, sensibilidad frente a antimicoticos de uso frecuente, asi
como pruebas de inmunodiagnostico, con el fin de suministrar datos, que
contribuyen en el diagnostico, prevencién y tratamiento de enfermedades
producidas por hongos.

Funciona de Lunes a Viernes en un horario comprendido, de 1:00
PM — 7:00 PM. En esta unidad funciona actualmente el siguiente recurso

humano:
> 1 Bioanalista,
» 1 Asistente de Laboratorio ocasional,

» 1 Asistente de Laboratorio (que prepara los medios tanto

para Micologia como para Bacteriologia)

> 1 Cristalera

A\ 4

1 Camarera que es compartida con las otras secciones

del Servicio de Bioandlisis.

Actualmente, la seccién realiza una media de alrededor de 1050
muestras mensuales, provenientes de pacientes asegurados por el IVSS,
de los diferentes servicios de hospitalizacién, consulta externa,

emergencia y ambulatorio de todo el pais.

En los planes a futuro, esta planteada la apertura de la seccion en
el turno de la manana con la entrada de nuevo personal que cubra ese
horario, esto permitira cubrir la creciente demanda de este servicio a nivel
del area metropolitana y del pais. Se espera aumentar a 2100 el numero

de muestras mensuales con la puesta en marcha del horario matutino.
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Solo se remiten los estudios para Pneumocystosis, por no contar
con la tecnologia y ambiente adecuado para el procesamiento de estas
muestras, pero con la organizacion y estandarizacion de este laboratorio
se espera contar con los insumos y espacio necesario para implementar

esta técnica.

2.1.4 Papel del laboratorio en el diagnostico de las micosis

» Los procedimientos del laboratorio son de gran utilidad
para los médicos ya que confirman un diagnostico
presuntivo.

> Establece el agente etioldgico.

» Son utiles en la seleccion y monitoreo de la terapia
antifingica, seguimiento evolutivo y para confirmar la
curacion.

2.1.5 Procedimientos del laboratorio de Micologia
% Demostracion de los hongos en los especimenes a estudiar
mediante:

» Microscopia éptica:

» Frescos ( KOH, Tinta china).

» Tinciones (Gram, Giemsa, HP)

» Cultivos (incluye identificacion hasta especie y la
determinacion de la susceptibilidad in vitro).

% Deteccion de la respuesta humoral especifica en determinados

hongos patégenos.

2.1.6 Objetivos del laboratorio de Micologia
Objetivo General
% Detectar rdpida y eficazmente la presencia de los hongos en
muestras clinicas y determinar si es el agente etiolégico o0 es un

contaminante.
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Para lograr este objetivo se requiere realizar adecuadamente la
recogida de la muestra, su transporte y procesamiento, ademas de contar
con los detalles sobre el cuadro clinico y los antecedentes
epidemiolégicos.

Es muy importante que las muestras sean enviadas al laboratorio
una vez recolectadas, y en forma adecuada para su rapido
procesamiento; de esta forma se minimiza la pérdida de viabilidad de los
hongos, reduce el desarrollo de bacterias y asegura la obtencion por
cultivo del agente etioldgico.

Es valioso disponer de la siguiente informacion:
Historia clinica del paciente.
Tratamientos antimicrobianos, citotoxicos o inmunosupresores.
Ocupacion del paciente.
Historia de residencia o viajes al exterior en los ultimos 10 afos.
Contacto con animales.

Tipo de muestra a analizar.

YV V V V V V V

En qué condiciones fue recolectada la muestra.

Objetivos especificos

% Apoyar la vigilancia epidemiolégica

% Impartir docencia mediante el entrenamiento a futuros
profesionales del Bioanalisis de pre- grado y post — grado, en la
adecuada toma de muestra, procesamiento, identificacion y
susceptibilidad de las diversas muestras biolégicas. Asi como
entrenar a personal Médico, Asistentes, Enfermeras y pacientes,
en la adecuada toma de muestra (sangre, orina, secreciones,
liquidos, etc.) y transporte de material con sospecha de infeccion
fungica.

% Participar en el desarrollo de cursos, conferencias, talleres, e
intercambio de ideas e informacién sobre la Micologia Médica con

laboratorios a nivel nacional e internacional
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2.1.7 Campo de aplicacion

El presente manual es aplicable a las personas que conforman el

Laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani.

2.1.8 Definiciones

®
%

®
%

®
%

®
%

®
%

Hemocultivo: cultivo microbiol6gico de la sangre.

Levadura: hongo unicelular redondeado u ovoide que se

reproduce sexual o asexualmente.

Hongo: organismo eucariote que pertenece al reino fungi.

Hifas cenociticas: hifas no septadas o tabicadas.

Hifas: elemento estructural fundamental de los hongos; Puede ser
unicelular como las levaduras o pluricelular adoptando la forma de
filamento septado o aseptado. El conjunto de hifas forma el micelio.
Capsula: envoltura hialina y gelatinosa que rodea a una célula,
formada generalmente de polisacarido.

Candidosis diseminada: infecciébn producida por el género
Candida que se expande a diversos 6rganos.

Blastoconidia: conidio holoblastico que se produce en forma
solitaria, sincrondgena o en cadenas.

Pseudomicelio: conjunto de pseudohifas.

Tubo germinativo: primordio hifal a partir de un conidio.
Clamidoconidio: conidio talico, redondo de pared gruesa y de gran
tamano, producido por modificacion de una célula hifal
preexistente, considerada de reproduccién o de resistencia.
También se le denomina como clamidospora.

Artroconidias: conidio talico producido por fragmentacién de la
hifa y que se libera por un proceso de rexdlisis o de esquizdlisis.
Hongos filamentosos: hongos de aspecto algodonoso que en

general se desarrollan como saprofitos.
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Macroconidia: el mayor de dos tipos de conidios producidos de la
misma manera por el mismo hongo de cinco micras y que
generalmente tiene septos.

Fialide: estructura conididgena generalmente en forma de botella
en la cual se producen los conidios en forma basipeta; el primer
conidio es holoblastico y los siguientes son enteroblasticos.
Conidio: propagulo originado por un proceso de reproduccion
asexual.

Conidioforo: hifa especializada sobre la cual se originan directa o
indirectamente los conidios.

Esclerote: masa densa de hifas o pseudoparénquimas que forma
una unidad reproductora.

Métula: rama estéril situada debajo de las fidlides en los géneros
Aspergillus sp. y Penicilium sp.

Esporodoquio: estructura analoga a los apotecios pero productora
de conidios.

Dematiaceo: hongo provisto de pigmento marrén oscuro 0 negro,
perteneciente a la familia dematiaceae.

Anélide: célula conidiégena generalmente en forma de botella,
caracterizada por presentar una cicatriz en forma de anillo después
de cada conidiacion.

Esporangioforo: hifa especializada portadora de un esporangio.
Esporangio: estructura generalmente vesiculosa que contiene a
las esporangiosporas.

Apofisis: parte abultada de un esporangioforo inmediatamente por
debajo de la columnela.

Estoldn: hifa horizontal al sustrato, presente en los mucorales, que
comunica a dos esporangi6foros y de la cual se pueden originar los
rizoides.

Rizoide: rama corta y delgada de un talo semejante a una raiz

vegetal.
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Rexolisis: con referencia a la secesién conidial, ruptura circuncisial
de la pared celular por debajo del septo basal del conidio. La
ruptura puede resultar por tensidbn mecanica, actividad litica,
enzimatica o ambas.

Esquizolisis: proceso enzimatico de separacion conidial conidio-
célula conidedgena o conidio-conidio, a través de la fision de un

septo doble.

2.1.9 Responsabilidades

Coordinadora de la Seccion de Micologia. Mic6logo Meédico,

Especialista a cargo del area Micologia.

2.2 Marco Conceptual

En el marco conceptual se identifican y sefialan los enfoques

conceptuales, temas, topicos y conceptos que se piensan abordar

durante el proyecto de aplicacion.

®
%

Micologia: Es el estudio de los hongos. La micologia médica es
una rama de la microbiologia, interrelacionada co todas las ramas
de la medicina, y tiene por objeto estudiar las enfermedades

producidas por hongos y los hongos que la producen.

Hongos: Constituyen un complejo y fascinante grupo de
organismos, tan grande que se calculan entre 100 a 300 000
especies; viven en los medios mas variados y sélo alrededor de
100 son patégenos para mamiferos, pero también hay patégenos
de vegetales, insectos (entdbmogenos) o de otros hongos
(microparasitos), unos pocos cientos son hongos oportunistas. En
seres humanos hay micosis como tifia de pies y candidosis que se

consideran tan frecuentes como el resfriado comun; se desconoce
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la incidencia verdadera pues estas enfermedades no siempre son

notificadas.

Micosis: Son infecciones causadas por hongos microscopicos,
toman su nombre de la parte del organismo que invaden
(onicomicosis, O= infeccibn por hongos en las unas)
(dermatomicosis, O= infeccion por hongos en la piel) o del hongo
que las causa (coccidiodomicosis, O= micosis causada por el
hongo Coccidiodes inmitis) (Histoplasmosis O= micosis causada
por el hongo Histoplasma capsulatum). Los agentes productores de
micosis son alrededor de 100 y pueden ser de origen enddgeno y
exogeno.

Manual de procedimientos: Un manual de procedimientos es un
documento que contiene la descripcidén de actividades que deben
seguirse en la realizacion de las funciones de una unidad
administrativa, o de dos 0 mas de ellas. El manual incluye ademas
los puestos o unidades administrativas que intervienen precisando
su responsabilidad y participaciéon. Suelen contener informacién y
ejemplos de formularios, autorizaciones o documentos necesarios,
maquinas o equipo de oficina a utilizar y cualquier otro dato que
pueda auxiliar al correcto desarrollo de las actividades dentro de la
empresa. En el se encuentra registrada y transmitida sin distorsion
la informacién basica referente al funcionamiento de todas las
unidades administrativas, facilita las labores de auditoria, la
evaluacion y su vigilancia, la conciencia en los empleados y en sus

jefes de que el trabajo se esta realizando o no adecuadamente.
Estandarizacion: Consiste en establecer la metodologia que se

usa en el laboratorio para el procesamiento de las diversas

muestras bioldgicas con sospecha de infeccién fungica, las
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caracteristicas técnicas inherentes a ella, con validaciones
metodologicas, intra e interlaboratorios, adaptadas a los Sistemas
de calidad y programas de acreditacion. Co la estandarizacion se
consigue un mejoramiento en el diagnostico, que debe disminuir la
prevalencia de patologias fungicas no tratadas, detectar
tempranamente los nuevos agentes oportunistas y colaborar en

establecer la real epidemiologia de los hongos en nuestro pais.

Manual de organizacion: Documento que contiene informacién
detallada referente al directorio administrativo, antecedentes,
legislacion, atribuciones, estructura y funciones de las unidades
administrativas que integran la institucion, sefalando los niveles
jerarquicos, grados de autoridad y responsabilidad, canales de
comunicaciéon y coordinacion; asimismo, contiene organigramas

que describen en forma grafica la estructura de organizacion.

Estructura organica: Es la disposicion sistematica de los érganos
que integran una unidad, conforme a criterios de jerarquia y
especializaciéon, ordenados y codificados de tal forma que sea
posible visualizar los niveles jerarquicos y sus relaciones de
dependencia.

Actividad: Conjunto de acciones afines ejecutadas por una
persona 0 una misma unidad administrativa, como parte de una

funcién asignada.
Actividades productivas: Son aquellas intrinsecas y esenciales

para la ejecucion del procedimiento que permiten con su desarrollo
el logro de los objetivos establecidos.
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Cadena de mando: Es la relacion (jerarquia de autoridad) entre las
unidades administrativas que integran una estructura organica. Se
extiende linealmente desde el area del titular hasta nivel del jefe de

departamento.

Carga de Trabajo: Es la que se establece de acuerdo con las
funciones que se desarrollan en el desempefio de un cargo
especifico y conforme a los requerimientos exigidos para su

ocupacion.

Funcién: Conjunto de actividades afines y coordinadas, necesarias
para alcanzar los objetivos de una institucion de cuyo ejercicio
generalmente es responsable un 6rgano o unidad administrativa;

se definen a partir de las disposiciones juridico — administrativas.

Manual: Documento que contiene en forma ordenada vy
sistematica, informacion y/o instrucciones sobre diversos temas o

procedimientos de una organizacion.

Instrumento: Es el recurso empleado para alcanzar un proposito.

Norma: Ordenamiento imperativo y especifico de accién que
persigue un fin determinado, con la caracteristica de ser rigido en
su aplicacion. Regla de conducta o precepto que regula la
interaccién de los individuos en una organizacion, asi como la
actividad de una unidad administrativa o de toda una institucion.
Generalmente la norma conlleva una estructura de sanciones para

quienes no la observen.

Objetivo: En términos de programacién, es la expresién cualitativa

de los propositos para los cuales ha sido creado un programa; en
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este sentido, el objetivo debe responder a la pregunta ¢ para que?
se formula y ejecuta dicho programa. También puede definirse
como el propésito que se debe cumplir, y que especifica con
claridad “el que” y el “para que” se proyecta y se debe realizar una
determinada accion. Establecer objetivo significa predeterminar

que se quiere lograr.

Organizacion: Es una unidad social, constituida en forma
deliberada con fines y objetivos predeterminados sobre una base
de actuacion de cierta permanencia que se rige por un orden
normativo y se estructura alrededor de centros de poder y de
decision internos y externos, que regulan y controlan su operacion
para encaminar al cumplimiento de sus objetivos. La organizacién
esta constituida por grupos de individuaos que establecen
relaciones impersonales de trabajo, determinan las divisiones y la
especializacion de las labores, y operan bajo una jerarquizacion
formal de posiciones y cargos , diferenciando al individuo por el
puesto, el papel o las actividades que le corresponde desempenar.
Toda la organizacion puede considerarse como un ente dinamico
que mantiene nexos permanentes con el medio quOe lo rodea, al
que a su vez influye en forma directa o indirecta en su

funcionamiento.

Organigrama: Representacion grafica de la estructura organica
que debe reflejar en forma esquematica, la posicion de las
unidades administrativas que la componen los tramos de control,
nivel jerarquico, canales formales de comunicacion y coordinacion

asi como las lineas de mando.

Politica: Criterios de accion que es elegido como guia en el

proceso de toma de decisiones al poner en practica o ejecutar las
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estrategias, programas y proyectos especificos del nivel

institucional.

% Procedimiento:  Sucesién  cronolégica de  operaciones
concatenadas entre si, que se constituyen en una unidad o tarea

especifica dentro de un ambito predeterminado de aplicacion.

% Unidad Administrativa: Cada uno de los 6rganos que integran
una instituciéon, con funciones y actividades propias que se
distinguen y diferencian entre si. Se conforman a través de una
estructura organica especifica y propia. Es aquella, a la que se le
confieren atribuciones especificas en el instrumento juridico

correspondiente.

2.3 Marco Metodoldgico

El marco metodoldgico incluira el tipo de investigacion, el conjunto
de métodos, técnicas, protocolos instrumentales y los procedimientos que
nos permitiran obtener la informacién requerida en la investigacion

propuesta.

2.3.1 Tipo y Diseino de la Investigacion

La investigacion incluye las actividades que se realizan para generar
nuevos conocimientos o resolver problemas. Cuando la investigacion se
emplea para generar nuevos conocimientos se le denomina investigacion
cientifica mientras que cuando se emplea para resolver problemas se
suele denominar investigacion aplicada (Yaber y Valarino, 2003). La
investigacién en la disciplina de gestion de empresas se puede clasificar
en: (a) Investigacidn cientifica, (b) Investigacién evaluativa, (c)
Investigacién- accién e (d) Investigacion y desarrollo. Estos tipos de
investigacién se diferencian en su proposito, el tipo de problema que

abordan y los verbos definen la principal accién que realizan.
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El tipo de investigacion del presente trabajo de acuerdo a la
clasificacion anterior es de tipo Investigacion y desarrollo ya que tiene
como propésito indagar sobre necesidades del ambiente interno o entorno
de una organizacion, para luego desarrollar un producto o servicio que
pueda aplicarse en la organizacién o direccion de una empresa o en un
mercado. El problema se formula como un enunciado interrogativo que
relaciona el producto o servicio a desarrollar y la necesidad por atender.
Se fundamenta en el enfoque del disefo (Milani, 1997:13-29). Como
ejemplo de los principales verbos de accién tenemos: Disenar, redisenar,
desarrollar. Es un tipo de aplicacion pertinente a los proyectos de

aplicacién en los programas de especializacién en Gerencia.

2.3.2 Técnicas de recoleccion de Informacion:

Revision Documental: Instrumento que consiste en la busqueda y
exploraciébn exhaustiva y selectiva de bibliografia que contiene
informacion detallada referente al directorio administrativo, antecedentes,
legislacion, atribuciones, estructura y funciones de las unidades
administrativas que integran un laboratorio de micologia, sefalando los
niveles jerarquicos, grados de autoridad y responsabilidad, canales de
comunicacion y coordinacion; con el objeto de hacer una evaluacion

profunda del contenido y desarrollo del tema.

Lista de Cotejo: Es un instrumento que permite revisar o evaluar
cualitativamente o cuantitativamente los objetos en un sitio determinado.
Consiste en un listado de material (reactivos, equipos, etc.) al lado de los
cuales se puede adjuntar un tic (marca, serial, cantidad, por ejemplo), una
nota o un concepto. Su nombre en ingles es checking list, y es entendido

basicamente como un instrumento de verificacion.
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Entrevistas: Encuentro y conversacion entre dos o méas personas para

tratar un asunto determinado.

Encuesta: Método que consiste en obtener informacion de las personas

encuestadas mediante el uso de cuestionarios disefiados en forma previa.

Es un cuestionario estructurado que se da a una muestra de la poblacién

y esta disefiado para obtener informacion especifica de los entrevistados.

2.3.3 Etapas de la Investigacion

Diagnostico

/7
0‘0

Para determinar la Misién, Vision y Valores del laboratorio de
Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, se hiso una revision
documental de los manuales de organizacion de otros servicios y
de la misma institucion asi como de otras afines, para comparar y
plantear nuevos conceptos, adaptadas a la situacion actual de este
laboratorio, asi mismo, se realizaron entrevistas y encuestas al
personal que aqui labora, para obtener informacién si conocen o no
la misidn, visién del laboratorio de micologia y si saben enunciarla
correctamente, (Anexo 1)

Para evaluar el manual de cargo, se revisé el ya existente emitido
por VICIPLADIN para personal del laboratorio y se adaptd a esta
especialidad de micologia medica, usando como referencia otros
manuales de otros servicios e instituciones.

Para evaluar los recursos econdémicos - financieros y materiales del
laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, se hiso
una lista de cotejo (anexo 2), de los materiales de este laboratorio,
observando su funcionamiento, se revisaron los archivos
existentes, estadisticas de materiales y equipos, se revisaron
depésitos de reactivos, material de cristaleria, material de trabajo

administrativo y todo lo perteneciente a esta area, y se unificd en
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una unica lista de manera de organizar y conocer el inventario de
esta unidad acertadamente.

Para evaluar los procesos y procedimientos para el analisis y
resultados de esta unidad, se revisaron las técnicas para toma de
muestras, recepcion, procesamiento, analisis y emisiébn de
resultados, y se crearon flujogramas para hacer mas facil y

comprensible estas operaciones.

Desarrollo

R/
0‘0

®
%

®
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Para definir la Mision, Vision, Valores del laboratorio de Micologia
del Hospital Dr. Domingo Luciani, se concluyé después de una
exhaustiva revisibn en la fase de diagnostico, y se plasmo
electrénicamente en un documento escrito, para su posterior
difusion y puesta en practica, por parte del personal que aqui
labora, ya que por medio de las encuestas realizadas se determiné
que la mayoria del personal no conoce la misiéon y la visién de la
seccion.

Para definir el manual de cargo de este servicio, una vez pasado
por la fase de diagnostico el manual de VICIPLADIN, se adapté al
personal que labora en esta area, amoldandose a los diversos
procedimientos que aqui se realizan, quedando plasmado en un
documento escrito para ser seguido por el personal de esta area.
Para establecer los recursos econdmicos - financieros y materiales
del laboratorio de Micologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, una
vez pasado por la fase de diagnostico se procedié a realizar una
unica lista final de todos los recursos existentes en esta area,
eliminando aquellos productos vencidos o fuera de uso de este
laboratorio.

Para definir los procesos y procedimientos para el analisis y
resultados de esta unidad, una vez efectuada la fase de

diagnostico se procedi6 a trazar un flujograma de cada uno de
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ellos, en un documento escrito que especifica técnicas para, toma
de muestras, recepcidn, procesamiento, analisis y emision de
resultados, para asi unificar criterios al respecto y expresarlos en

una forma mas facil y comprensible.

2.4 Consideraciones éticas y legales

Constituyen las consideraciones éticas y el marco juridico del

proyecto.

2.4.1. Consideraciones éticas

®
%

Conocimiento y Experiencia.
Confidencialidad

Respeto

Competencia e Integridad.

Etica Civica, Profesional y Empresarial.
Derechos Humanos y Justicia Social.
Libertad, Igualdad y Solidaridad.
Responsabilidad Profesional.

Contribucion al Conocimiento Cientifico.

2.4.2 Consideraciones Legales

/7
0‘0
®
%
®
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®
%

Constitucidon de la Republica Bolivariana de Venezuela

Plan de Desarrollo Econémico-Social de la Nacion 2001-2007
Ley Orgénica del Sistema de Seguridad Social

Ley de Salud

Ley del Sistema Venezolano de Calidad

Ley Orgénica de la Administracién Publica

Ley Orgénica de la Administracion Financiera del Sector Publico

24



% Decreto con Fuerza de Ley Organica de Planificacién

% Ley de Ejercicio del Bioanalisis

% Normas de Calidad y Competencia para Laboratorios Clinicos (ISO
15189: 2008 SENCAMER)
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CAPITULO Illl. RESULTADOS

3.1 Misién

Proporcionar resultados confiables y oportunos de nuestros analisis
de laboratorio, de muestras biolégicas con sospecha de infeccion
micética, que fueren requeridos por el clinico para contribuir a la
prevencion, diagnostico y terapéutica de las enfermedades, y asi restituir

la salud de toda la poblacion que acude al laboratorio de Micologia.

3.2 Visidn

Constituirnos en el laboratorio de micologia mas reconocido por los
profesionales del area de la salud y por los pacientes por ofrecer analisis
clinicos de calidad con una atencidon personalizada; con equipos
automatizados de ultima generacién, dirigidos a su area de influencia

geografica.

3.3 Valores
Los trabajadores del Laboratorio de Micologia cumplen sus
actividades bajo el marco de principios fundamentales como:

+» Excelencia con vocacion de servicio a la comunidad, basada en
calidad, confidencialidad, responsabilidad, solidaridad, conciencia,

ética y honestidad.

% Libertad de Investigacién para lograr un trabajo productivo con

consistencia, rigor cientifico y competencia internacional.

% Autonomia de gestién y transparencia en su operacién y

manejo de recursos. Cultura de evaluacion interna y externa.
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% Equidad en las oportunidades; Interaccion con la sociedad y
respeto por la dignidad de las personas.

3.4 Organigrama estructural ideal para la seccion de Micologia del
hospital Dr. Domingo Luciani

(COORDINADOR DEL AREA DE)
MICOLOGIA

( BIODANALISTA ESPECIALISTA )

EN MICOLOGIA
(ASISTENTE DE LABORATORIO] ( SECRETARIA
\ CLINICO | \
( AUXILIAR ) ( RECEPCIONISTA
[ CAMARERA ]

3.5 Recursos: Econémicos, Financieros y Humanos

3.5.1 Recursos Econdmicos — Financieros

% Se cuenta con el apoyo financiero del Instituto Venezolano de los
Seguros Sociales, un segmento de la partida destinada para el
servicio de Bioanalisis.
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% Se cuenta con apoyo de insumos materiales aportados por
entidades que apoya protocolos de investigacion cientifica.

3.5.2 Recursos Humanos. Manual Descriptivo

La clase del cargo esta descrita mediante una especificacion, la
cual esta constituida basicamente por la denominacién de la clase;
caracteristicas del trabajo; tareas tipicas; requisitos minimos exigidos de
educacién y experiencia y conocimientos, habilidades y destrezas.
(Articulo 40 Ley de Carrera Administrativa).

Denominacion de la clase
Es el nombre oficial que se le asigna al cargo.
Caracteristicas del trabajo

Es la descripcion de la naturaleza del trabajo y de su nivel de
dificultad, asi como el tipo de supervision ejercida y recibida.

Tareas tipicas

Es la enumeracién de las actividades que suelen desempenarse

con mayor frecuencia en los cargos contenidos en una determinada clase.

De ninguna manera debe interpretarse que las tareas descritas son
las Unicas que deben desempefarse en los cargos ubicados bajo esta

denominacién.
Requisitos Minimos

Es el nivel minimo de educacion y experiencia, de conocimientos,
habilidades y/o destrezas exigidos en una clase de cargo, que permite
que el aspirante desempenie satisfactoriamente el conjunto de deberes y
responsabilidades asignados.
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Educacion

Es el conocimiento adquirido a través de la educacién formal e
indispensable para el desempefno del cargo. En este manual se
consideran en forma general los niveles educativos reconocidos por el
estado venezolano; a saber; primaria, secundaria, técnica, universitaria y

postgrado.
Experiencia

Es el conocimiento adquirido mediante el desemperfio de trabajos

afines al descrito en la clase de cargo.

En algunos casos se establecen diversas “alternativas” de requisitos de
educacién y experiencia, que son entre si equivalentes. La primera
alternativa significa los requisitos que se piden a los candidatos que
desean ingresar a la Administracion Publica. La segunda alternativa
garantiza la carrera dentro de ésta, por lo cual s6lo exige un determinado
namero de anos de experiencia en el desempeno del cargo de nivel
inmediato inferior. No obstante, en muchas clases se incluyen alternativas
intermedias que soélo tiene como fin ampliar el reclutamiento de personal
tanto interno como externo y generalmente se indican requisitos

equivalentes de educacion y experiencia.
Conocimientos, Habilidades y Destrezas

Se entiende por conocimiento aquella informacion adicional que el
individuo debe poseer para poder realizar adecuadamente el trabajo, tal
como procedimientos, normas, practicas de trabajo, leyes, reglamento,
politicas, teorias, conceptos, principios y procesos.

Este tipo de conocimiento presenta cierta gradacion dependiendo
de la complejidad y mayor nivel de los cargos. Asi, se usan los adjetivos
“buen”, “considerable”, “amplio”, conjuntamente con la palabra
conocimiento, para medir dicha complejidad. Ejemplo: En una clase de

cargo de nivel I, se exige, “buen conocimiento de la Ley de Trabajo”,
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mientras que en la clase nivel Ill se pide “conocimiento amplio de la Ley
del Trabajo”, lo que quiere significar que el funcionamiento que vaya a
desempenar dicho cargo debe tener completo dominio de este

instrumento legal.

Se entiende por habilidad la capacidad intelectual requerida para el
desempefio de una determinada tarea del cargo.

Se entiende por destreza la capacidad psicomotora especifica

requerida para el desempeno del cargo.

En algunas clases se incluye la seccién “Licencias y Cerificados”,
porque el desempefno de ciertos cargos en la Administracién Publica

exige la presentacion de esta certificacion como requisito esencial.

A) Coordinador del area de Micologia

Caracteristicas del trabajo

Con autoridad delegada por la Direccién del Servicio, realiza
trabajos de dificultad considerable, siendo responsable por planificar,
dirigir coordinar y supervisar las actividades de una unidad encargada de
efectuar diversas pruebas micolégicas, y realiza tareas afines segun sea

necesario.

Tareas Tipicas
+ Planifica, dirige, coordina y supervisa el trabajo de la unidad a su
cargo.
% Evalla los resultados de las pruebas micologicas realizadas por el
personal profesional.
% Presenta informes de las actividades realizadas por la unidad a su

cargo.
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Supervisa y reporta a la Direccidon del Servicio sobre el suministro y
los servicios técnicos de su seccion.

Supervisa e Informa a la Direccion del Servicio sobre el
mantenimiento y calibracion de equipos.

Supervisa las condiciones ambientales de trabajo de su seccién.
Informa a la Direccién del Servicio sobre accidentes, ocurridos en
su seccidbn y genera las acciones correctivas que estén a su
alcance.

Informa a la Direccién del Servicio sobre las necesidades de
personal de su seccion.

Supervisa y evalua conjuntamente con la Direccidén del Servicio al
personal a su cargo.

Establece y supervisa las metodologias y los procedimientos de su
seccion y los hace conocer al personal a su cargo, medicos y
pacientes.

Asegura conjuntamente con el coordinador de la calidad la
gestion de calidad en su seccion.

Recopila datos estadisticos y epidemioldgicos.

Desarrolla, supervisa y ejecuta proyectos de docencia e
Investigacién cientifica en Micologia.

Realiza reuniones periddicas con el personal de su seccidén para
informar o generar discusiones.

Genera Informes periddicos de actividades.

Participa en programas de formacion de la institucion.

Las deméas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser
confiadas por su superior inmediato.

Requisitos minimos exigidos

Educacion y experiencia

Graduado en una universidad reconocida con el titulo de

Licenciado en Bioanalisis, mas terminacion satisfactoria de un curso de
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post grado en el campo de la Micologia Médica, mas 2 afios de
experiencia progresiva en la especialidad de Micologia.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos
% Conocimiento amplio de la metodologia, técnica y teoria de la
Micologia.

% Habilidad para supervisar personal.

% Habilidad para planificar, organizar y controlar las actividades de
una unidad.

% Habilidad para preparar informes

% Destreza en el manejo de instrumental de Ilaboratorio,

especialmente el usado en Micologia.

Licencias y Certificados

Estar inscrito en el Colegio de Bioanalistas.

B) Bioanalista Especialista en Micologia

Caracteristicas del trabajo

Bajo supervisién general, realiza trabajos de dificultad promedio en
la rama de la Micologia, supervisa un grupo pequeno de personal no
profesional que realiza labores de Laboratorio, y realiza tareas afines

segun sea necesario.

Tareas Tipicas

R/

% Efectla pruebas microbiolégicas en la especialidad de Micologia

% Efectia pruebas de laboratorio en muestras, a fin de descubrir la
presencia de microorganismos de origen micolégico, en fluidos
biolégicos, aguas, alimentos u otros medios, y asi controlar y eliminar

las fuentes de los mismos.
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Toma muestras y prepara medios de cultivos.

Inocula animales para experimentacion

Interviene en el adiestramiento del personal de laboratorio.
Supervisa el trabajo del personal a su cargo

Informa de manera oportuna el resultado de los analisis.

Informa al Coordinador de area sobre las necesidades de insumos.
Participa en proyectos de investigacion.

Participa activamente en la implantacién del Sistema de Gestién de
la Calidad, programas de seguridad, docencia, adiestramiento y
educacion continua.

Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser confiadas

por su superior inmediato.

Requisitos minimos exigidos

Educacion y Experiencia

Graduado en una universidad reconocida con el titulo de Licenciado en

Bioanalisis, mas terminacion satisfactoria de un curso de post- grado en el

campo especifico de la Micologia.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

R/
0‘0

®
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Conocimiento de la teoria, métodos y técnicas de Micologia
Habilidad para realizar pruebas  micologicas y para sacar
conclusiones precisas de sus pruebas.

Habilidad para tomar muestras destinadas a estudios micologicos.
Habilidad para preparar medios de cultivo.

Habilidad para preparar informes.

Destreza en el manejo del instrumental de laboratorio,

especialmente el usado en Micologia.

Licencias y Certificados

Estar inscrito en el Colegio de Bioanalistas.
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C) Asistente de Laboratorio Clinico de Micologia

Caracteristicas del trabajo

Bajo supervisién inmediata de un profesional de Bioanalisis, realiza

trabajos de dificultad rutinaria en un laboratorio clinico de Micologia, y

realiza tareas afines segun sea necesario.

Tareas Tipicas

®
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®
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®
%

®
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Selecciona y prepara material para cada tipo de examen.

Recibe, clasifica, identifica y distribuye los envases con las muestras
Clasifica los diferentes tipos de ajustes y otro material para la
recoleccién de muestras.

Prepara tubos con o sin anticoagulante para extraccion de sangre a
pacientes.

Prepara tubos con agua destilada estéril para pruebas de sensibilidad y
conservacion de cepas.

Toma muestra sanguinea y demas sitios anatémicos a pacientes.
Coloca en la centrifuga muestras de sangre, orina y liquidos biolégicos
que ameriten centrifugacion.

Controla la temperatura adecuada de hornos, estufas y banos de
Maria.

Prepara medios de cultivos, soluciones, reactivos y colorantes.
Distribuye medios de cultivo en placas y tubos de acuerdo a
indicaciones del profesional de Bioanalisis.

Maneja los esterilizadores y autoclave.

Prepara laminas para examenes en fresco y hace coloraciones
sencillas para ser observadas por el profesional de Bioanalisis.
Identifica tubos y placas con su correspondiente cédigo para siembra
de las muestras.

Lleva el registro de informacién relativos a pacientes y resultados de

analisis en las plantillas correspondientes si asi se le indica.
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Maneja  bafios de maria, destiladores, estufas, esterilizadores,
autoclaves y cualquier otro equipo que se le autorice.

Pesa en balanza sustancias quimicas.

Prepara material de laboratorio para su esterilizacion.

Lleva registro de pacientes atendidos.

Solicita anticipadamente los suministros del material que requiera.
Colabora en proyectos de investigacion que se desarrollen en el
Servicio.

Contribuye en la realizacién y mantenimiento de la micoteca.

Participa activamente en la implantacién del Sistema de Gestion de

la Calidad, programas de seguridad, docencia, adiestramiento y
educacion continua.

Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser confiadas

por su superior inmediato.

Requisitos Minimos exigidos

Ecuacion y Experiencia

A.

B.

Bachiller, mas curso de auxiliar de Laboratorio, de 1 afo de duracion,
dictado por el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, mas 1 afo de
experiencia en trabajo profesional de Laboratorio Clinico.

2 anos como Asistente de Laboratorio Clinico I.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

% Conocimiento de las Técnicas de laboratorio de Micologia

« Conocimiento de las normas de bioseguridad en laboratorio en
Micologia

% Conocimiento de la nomenclatura usada en el laboratorio de
Micologia

% Conocimiento de las normas de recoleccion, conservaciéon vy

envio de muestras.
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% Habilidad para tratar en forma cortés y efectiva con pacientes y
publico en general.

+ Habilidad para seguir instrucciones orales y escritas.

% Destreza en el manejo de equipos de laboratorio, cristaleria e
instrumentos.

+ Destreza en el manejo de reactivos que presentan peligrosidad.

% Destreza en el manejo de muestras biologicas.

% Conocimientos del grado de peligrosidad que representan
algunos cultivos de hongos, que ponen en riesgo la vida de

quien los manipula.

D) Secretaria del area de Micologia

Caracteristicas del trabajo
Bajo supervisién inmediata de un profesional de Bioanalisis, realiza
trabajos de dificultad rutinaria en un laboratorio clinico de Micologia, y

realiza tareas afines segun sea necesario.

Tareas Tipicas

% Bajo supervision inmediata de la Direccion del Servicio, realiza trabajos
secretariales.

% Realiza oficios, memorandum, formularios, documentos, borradores,
cuadros y otros documentos que le sean encomendados.

% Recibe, distribuye y despacha la correspondencia a la seccion de
Micologia.

% Lleva la agenday el control de las audiencias de la seccion.

% Recibe y atiende a visitantes y publico en general.

% Efectla y recibe llamadas telefénicas.

% Mantiene, organiza y administra los archivos de la seccion.
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Solicita anticipadamente los suministros del material que requiera la

seccion.

Bajo supervisién de la Direccion del Servicio lleva el control de las citas

para Micologia.

Participa en la entrega de los resultados de analisis de Micologia.

Participa activamente en la implantacién del Sistema de Gestién de

la Calidad, programas de seguridad, docencia, adiestramiento y

educacion continda.

Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser confiadas

por su superior inmediato.

Requisitos Minimos exigidos

Ecuacion y Experiencia

Bachiller, mas curso de secretariado, mas 1 afio de experiencia en trabajo

profesional de Laboratorio Clinico.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

O
%

O
%

O
%

O
%

Conocimiento de la nomenclatura usada en el laboratorio de
Micologia

Conocimiento de las normas de bioseguridad en laboratorio en
Micologia

Conocimiento de las normas de recoleccion, conservaciéon vy
envio de muestras.

Habilidad para tratar en forma cortés y efectiva con pacientes y
publico en general.

Responsable, puntual, respetuosa y atenta.

Habilidad para seguir instrucciones orales y escritas.

Destreza en el manejo de computadoras y equipos para
transcribir datos.

Destreza en atencién telefénica, servicio al cliente y manejo de

documentacion.
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% Destreza en el manejo de muestras bioldgicas.
« Conocimientos del grado de peligrosidad que representan
algunos cultivos de hongos, que ponen en riesgo la vida de

quien los manipula.

E) Recepcionista de Laboratorio clinico de Micologia

Caracteristicas del trabajo
Bajo supervisién inmediata de un profesional de Bioanalisis, realiza
trabajos de dificultad rutinaria en un laboratorio clinico de Micologia, y

realiza tareas afines segun sea necesario.

Tareas Tipicas

®
%

Bajo supervisidn inmediata de la Direccidn del Servicio realiza

trabajos y tareas propias de su actividad.

% Atiende y/o guia a pacientes y usuarios que acuden al Servicio de
Bioanalisis

% Regula el ingreso de usuarios al Servicio.

+ Participa en el control de citas.

+ Recibe, chequea y codifica las muestras de laboratorio.

% Mantiene, organiza y administra los archivos de solicitudes de

examenes y resultados de analisis.

>

+ Participa en la entrega de resultados de andlisis de Micologia.

L)

>

X/
*

Efectlda y recibe llamadas telefénicas.

%

*

Solicita  anticipadamente los suministros de material que

requiera.

K/
*

Participa activamente en la implantacion del Sistema de Gestion
de la Calidad, programas de seguridad, docencia,

adiestramiento y educacién continda.
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« Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser

confiadas por su superior inmediato

Requisitos Minimos exigidos

Ecuacion y Experiencia

Bachiller, mas curso de secretariado o asistente de laboratorio clinico o

carrera técnica con experiencia laboral en hospitales, mas 1 afo de

experiencia en trabajo profesional de Laboratorio Clinico.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

K/
L X4

O
%

O
%

O
%

O
%

O
%

Conocimiento de la nomenclatura usada en el laboratorio de
Micologia

Conocimiento de las normas de bioseguridad en laboratorio en
Micologia

Conocimiento de las normas de recoleccion, conservaciéon vy
envio de muestras.

Habilidad para tratar en forma cortés y efectiva con pacientes y
publico en general.

Responsable, puntual, respetuoso y atento.

Habilidad para seguir instrucciones orales y escritas.

Destreza en el manejo de computadoras y equipos para
transcribir datos.

Buena presencia.

Destreza en atencion telefénica, servicio al cliente y manejo de
documentacion.

Destreza en el manejo de muestras bioldgicas.

Conocimientos del grado de peligrosidad que representan
algunos cultivos de hongos, que ponen en riesgo la vida de

quien los manipula.
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F. Auxiliar de laboratorio clinico de Micologia

Caracteristicas del trabajo

Bajo supervision, orientacion y responsabilidad inmediata de un

profesional de Bioandlisis, realiza trabajos de dificultad sencilla o

bésica en un laboratorio clinico de Micologia, y realiza tareas afines

seguin sea necesario.

Tareas Tipicas

/7
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*

Bajo supervisidbn inmediata de la Direccidon del Servicio realiza
trabajos y tareas propias de su actividad.

Obtiene, lava, esteriliza, organiza, almacena y distribuye el
material de laboratorio de Micologia.

Prepara, organiza y distribuye los envases para el descarte del
material de cristaleria y desechos de la seccion.

Prepara organiza y distribuye aplicadores, gasa y algodén para
uso general y microbiologico.

Desinfecta mesones, estantes, neveras y el mobiliario del
laboratorio.

Opera el destilador y participa en la obtencibn de agua
destilada.

Participa activamente en el manejo y disposicién segura de los
desechos

Solicita anticipadamente los suministros de material que requiera.
Participa activamente en la implantacion del Sistema de Gestion

de la Calidad, programas de seguridad, docencia,
adiestramiento y educacién continda.

Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser

confiadas por su superior inmediato
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Requisitos Minimos exigidos

Ecuacion y Experiencia

Bachiller, mas haber aprobado un programa de capacitacién de manejo

de cristaleria y desechos biolégicos, con experiencia laboral en hospitales,

mas 1 ano de experiencia en trabajo de Laboratorio Clinico.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

O
%

O
%

O
%
O

%

Conocimiento de las normas de bioseguridad en laboratorio en
Micologia.

Conocimiento en las normas y técnicas de lavado de cristaleria.
Conocimiento en el aseo de mesones y laboratorio en general.
Conocimiento en el manejo de productos quimicos de limpieza
para el area de Micologia, como gerdex, cloro, fenol, etc.
Responsable, puntual, respetuoso.

Habilidad para seguir instrucciones orales y escritas.

Destreza en el manejo de muestras bioldgicas.

Conocimientos del grado de peligrosidad que representan
algunos cultivos de hongos, que ponen en riesgo la vida de

quien los manipula.

G) Camarera o Personal de Aseo del area de Micologia

Caracteristicas del trabajo

Bajo supervision inmediata de un profesional de Bioandlisis, realiza

trabajos de

dificultad sencilla o basica en un laboratorio clinico de

Micologia, y realiza tareas afines segun sea necesario.
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Tareas Tipicas

®.
%

®.
%

®
%

Bajo supervisiéon inmediata de la Direccion del Servicio realiza
trabajos y tareas propias de su actividad.

Desinfecta y limpia pisos y paredes del laboratorio de Micologia
Prepara organiza y distribuye los envases para el descarte de
material

Participa activamente en el manejo y disposicién segura de los
desechos

Solicita anticipadamente los suministros de material que requiera
Participa activamente en la implantacion del Sistema de Gestion

de la Calidad, programas de seguridad, docencia,
adiestramiento y educacién continda.

Las demas que por la naturaleza de su cargo, le puedan ser

confiadas por su superior inmediato

Requisitos Minimos exigidos

Ecuacion y Experiencia

Bachiller, mas haber aprobado un programa de capacitacién de

limpieza y manejo de desechos biologicos, con experiencia laboral en

hospitales.

Conocimientos, Habilidades y Destrezas Requeridos

% Conocimiento de las normas de bioseguridad en laboratorio en
Micologia.

% Conocimiento en las normas de limpieza de un laboratorio
clinico.

% Conocimiento en el aseo de mesones y laboratorio en general.

% Conocimiento en el manejo de productos quimicos de limpieza
para el area de Micologia, como gerdex, cloro, fenol, etc.

+ Responsable, puntual, respetuoso.
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+ Habilidad para seguir instrucciones orales y escritas.

+ Destreza en el manejo de muestras biologicas.

% Conocimientos del grado de peligrosidad que representan

algunos cultivos de hongos, que ponen en riesgo la vida de

quien los manipula.

3.5.3 Recursos Materiales

Se presenta a continuacién un inventario de los equipos,

materiales, medios y reactivos.

3.5.3.1 Inventario de equipos y materiales

Cantidad | Equipos Marca Serial Bienes
Nacionales
2 Microscopios AO Scientific 335629/335521
1 Estufaa 25 °C Napco Model 294497
332
1 Estufa a 35 °C Cetea 196393
1 Pipeta de 25 pl | Gilson
1 Pipeta de 100 ul | Gilson
1 Pipeta de 50 —| FINPIPETTE
200 pl
1 Pipeta de 200 - | FINPIPETTE
1000 pl
1 Pipeta de 200 pl | Stat-pet
1 Caja de puntas | Gilson
con Piston (100
Ml)
1 Reloj Electronico | Radio Shack
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Cantidad | Equipos Marca Serial Bienes
Nacionales
1 Centrifuga CU 5000 335640
1 Nevera Jennett 335492
2 Sillas con
espaldar
1 Banquito de
Metal
1 Mango de bisturi
n® 11
1 Caja de hojas de
bisturi n® 11
18 Pipetas de vidrio
de 10 ml
16 Pipetas de vidrio
de 5 ml
22 Pipetas de vidrio
de 2 ml
25 Pipetas de vidrio
de 1 ml
Termdmetros
Vasos para
colorear laminas
con tapas
3 Bombonas de
metal con tapas
medianas
1 Bombona de

metal sin tapa

grande
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Cantidad | Equipos Marca Serial Bienes
Nacionales
1 Lampara de pie 10947
1 Lampara de 418791
mesa
1 Bano de maria Precision
8 Gradillas de
alambre  tubos
grandes
1 Asa de platino
1 Aguja de platino
1 Colony Coulter Darkfield 335496
Quebec
1 Campana de | La Vasconia 382181
Flujo laminar
7 Cajas de Placas | Mini Plast
de Peltri Eins-shemer
1 Caja Micro Scan
Inoculadores-D
descartables
1 Multi Timer Coulter L31209
Electronics
1 Caja de

Recolectores de

Muestras
Biol6gicas

1 Caja de Tubos
conicos de
plasticos
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Cantidad | Equipos Marca Serial Bienes
Nacionales
3 Cajas de Tubos
1 Teléfono LG
1 Computadora IBM
1 Impresora HP  deskjet
920
1 Lector de Placas | BIOMIC
Vision
1 Vaso de | Pirex
Precipitado de 80
mi
1 Vaso de | Pirex
Precipitado de 50
ml
1 Vaso de | Pirex
Precipitado de 25
ml
3 Cilindro de 100 | Pirex
mi
2 Cilindro de500 ml | Pirex
Cilindro de 25 | Pirex
mi
3 Balon de 1000
mi
1 Baldn de 250 ml
4 Portapipetas de
plasticos
2 Tripodes de

metal
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Cantidad

Equipos

Marca

Serial

Bienes
Nacionales

Gradillas de
Metal para tubos

pequenos

Cestas de Metal

Embudos

plasticos grandes

Embudo
plasticos
pequenos

Frascos de vidrio
graduados sin
tapa 500 ml

Embudo de vidrio
pequefno

Caja de capsulas
de Peltri

Papelera

Digital

Colorimeter

Chemtrix
type 24

1670

335538

Bano de Maria

Nacional
Modelo 220

294538

Caja de tubo de

vidrio

14 x 100

Inyectadoras de

vidrio

20 ml

Inyectadoras de

vidrio

50 ml
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3.5.3.2 Inventario de Medios y Reactivos

Cantidad | Reactivos Marca Capacidad
1 Frasco de Sabouraud dextrosa agar Hymedia 500 gr.
1 Frasco de Sabouraud dextrosa agar Merck 500 gr.
3 Frasco de Fungibiotic agar Hymedia 500 gr.
1 Frasco de Fungibiotic agar Hymedia 250 gr.
1 Frasco de Oxgall deluplrated bile BBL 500 gr.
6 Frasco de Micological broth 454 gr.
1 Kalium hidricum pursimun (perlas de KOH | Eka Kemi
86%)
4 Cajas (20 paneles) Rapid yeast ID panel Dade
Behrigh
1 Caja de agua destilada. 60 viales x 3 ml Microscan
1 Frasco de Peptidasa Microscan
1 Frasco de NaOH 0,05 N Microscan
2 Tapas cubre paneles Microscan
2 Cajas La- Sporoantibody sistem IMMY 80 pruebas
1 Caja de Crypto- LA- test Wampole 70 pruebas
lab
1 Caja de Bichro- Latesx albicans Lab 60
Fumouse pruebas
42 Cajitas de agarosa para serologia IMMY
1 Frasco de  Antigeno Histoplasma | IMMY 1 ml
capsulatum
1 Frasco de Antigeno Paracoccidiodes | IMMY 1 ml
brasiliensis
1 Frasco de Antigeno Coccidiodes inmitis IMMY 1 ml
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Cantidad | Reactivos Marca Capacidad

1 Frasco de Antigeno Aspergillus sp IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Aspergillus Niger IMMY 1mi

1 Frasco de Antigeno Aspergillus nidulans IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Aspergillus flavus IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Aspergillus fumigatus | IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Aspergillus terreus IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Blastomyces IMMY 1 ml

1 Frasco de Antigeno Candida sp IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo  Histoplasma | IMMY 1 ml
capsulatum

1 Frasco de Anticuerpo Coccidiodes inmitis IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo Aspergillus sp IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo Aspergillus Niger IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo Aspergillus nidulans | IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo Aspergillus flavus IMMY 1 ml

1 Frasco de  Anticuerpo  Aspergillus | IMMY 1 ml
fumigatus

1 Frasco de Anticuerpo Aspergillus terreus IMMY 1 ml

1 Frasco de Anticuerpo Candida sp IMMY 1 ml

2 Bandas intensificadoras fluid

5 Cary Blair ( medio de transporte) venc. 500 gr.
1990

1 Frasco de Aceite esencial de cedro 100 ml

1 Frasco de Aceite de Inmersion Lab Relab 500 gr.

1 Frasco de Safranina 500 ml

1 Frasco de Lugol 500 ml

1 Frasco de Fascina 500 ml

1 Frasco de Giemsa 3ml

1 Frasco de Lugol diluido 1/5 250 ml
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Cantidad | Reactivos Marca Capacidad
1 Frasco de Metanol 250 ml
1 Frasco de Wright 500 ml
1 Frasco de Buffer de Wright pH 6,4 500 ml
1 Frasco de Yodo povidene 2 Lts
1 Galén de Agua desionizada 3 Lts
1 Frasco de Sabouraud maltosa agar 500 ml
1 Frasco de Alcohol etilico 500 ml
1 Frasco de Azul de Metileno 500 ml
1 Frasco de Safranina 50 ml
1 Frasco de Violeta Genciana 500 ml
1 Frasco de Fascina fenicada 500 ml
1 Frasco de alcohol al 96 % 100 ml
1 Frasco de Agar maltosa sabouraud Ya libra
1 Frasco de Acido Fenico 500 gr.
1 Frasco de Corn meal agar Va4 libra
1 Frasco de Azul brillante 25 gr.
1 Frasco de Galactosa 100 gr.
1 Frasco de Glucosa Merck 500 mg
1 Frasco de Dextrosa 500 gr.
1 Frasco de Lactosa 454 gr.
1 Frasco de Raffinose 100 gr.
1 Frasco de Microbiotic agar 454 gr.
1 Frasco de Alcohol Acetona 100 gr.
1 Frasco de Azul de metileno 250 ml
1 Frasco de Acido lactico 250 gr.
1 Frasco de Metanol 1 Lts.
1 Potassium Hydroxide-pallets 500 gr.
2 Frasco de Acido Acético glacial 1 Lts.

1 Frasco de parafina liquida 1 Lts.
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Cantidad | Reactivos Marca Capacidad

1 Frasco de glicerina 1 Lts.

1 Frasco de Formaldehido 1 Lts.

1 Frasco de Etanol absoluto 2,5 Lts

1 Frasco de Xilol 1 Lts.

1 Frasco de Sabouraud Dextrosa broth 500 gr.

1 Frasco de Malosa 500 ml

1 Frasco de Inhibitory Mold agar 100 gr.

1 Frasco de Barbital Merck

1 Frasco de Melibiose 10 gr.

2 Frascos de Engon Agar 454 gr.

1 Frasco de Bacto Inositol 100 gr.

1 Frasco de Dulcitol 25 gr.

1 Frasco de Barbital sodico 500 gr.

1 Frasco de Glicina 100 gr.

1 Frasco de Natrium thiosulfat-Pentahydrat 500 gr.

1 Frasco de Tri-Natriumcityol-Dilydrat 500 gr.

1 Frasco de Potassium iodide 500 gr.

1 Frasco de Amido Black 25 gr.

1 Frasco de Amido Black 500 gr.

1 Frasco de Magrosium Sulfate 500 gr.

1 Frasco de Tri-Natriumcitiat — 2- hydrat 1 Kg.

1 Frasco de Nitrato Sédico 1 Kg.

1 Frasco de Di-Natriumtetraborat- 500 gr.
Decahydrat

1 Frasco de Acido Hydrodioric 500 ml

1 Frasco de Natriumchlorid 1 Kg.

1 Frasco de Skim Milk Powder 500 gr.
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3.5.3.3 Ambiente fisico: Plano del Laboratorio: (se anexara)

3.6 Procedimientos para obtencion, transporte y conservacion de

muestras.

Fundamento del Método

El diagndstico de las micosis comienza con la sospecha clinica, por
lo que una adecuada obtencién de la muestra, a partir de la lesién, y su
correcta manipulacion, para mantener la viabilidad del agente etioldgico y
evitar posibles contaminaciones, son aspectos fundamentales que
siempre deben tenerse en cuenta para la obtencion de un diagnostico

micoldgico correcto.

Materiales

% Sindesmo6tomo
% Hojas de bisturi estériles
% Guantes descartables
% Portaobjetos
% Refrigerador
% Hisopos
% Tubos estériles
% Placas de Petri estériles
% Frascos estériles de boca ancha descartables
% Pinza de depilar

« Cinta adhesiva
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Secuencia operativa

Precauciones de Seguridad Bioldgica

Consultar el Manual de Bioseguridad (MB)

Toma de muestra

Para optimizar la toma de muestras es necesario:

®
%

®.
%

®
%

®
%

Disponer de un protocolo de toma de muestra escrito, actualizado
peridodicamente

Tomar las muestras asépticamente, utilizando contenedores
estériles, remitirlas al laboratorio antes de las 2 horas y sembrarlas
lo antes posible

La muestra debe recogerse antes de iniciar el tratamiento vy
siempre de la parte activa de la lesidbn cuando se sospechan
dermatoficias (micosis producidas por hongos Dermatofitos)

Los hisopos deben ser evitados siempre que la lesiéon lo permita.
Pero hay muestras (conducto auditivo, boca, faringe, vagina 6
cérvix) que no pueden ser recogidas de otra manera.

En el caso de heridas, drenajes o lesiones superficiales, debe
limpiarse la zona previamente para evitar contaminaciones.

Las muestras de lesiones cerradas y abscesos suelen ser de gran
rendimiento. Deben ser aspiradas con jeringa y aguja y transferidas
a un tubo o frasco estéril, prestando atencién a la presencia de
granulos, si los hubiere en la muestra.

En situaciones que requieran un estudio epidemiolégico, debe
establecerse la necesidad de toma de muestra ambiental, familiar o

en animales.
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3.6.1 Toma de muestra para diagndstico de micosis superficiales

Las micosis superficiales se limitan a la piel, el pelo y las uias.
Otros procesos que afectan a las capas mas superficiales de la piel son
producidos por bacterias como en el eritrasma ( Corynebacterium
minutissimum) que se estudia clasicamente dentro de la Micologia Médica
y requiere habitualmente un diagnéstico diferencial con las micosis
superficiales. Cuando es posible hablar con el paciente antes de acudir al
laboratorio para tomarle la muestra, se le debe dar algunas indicaciones
para mejorar la sensibilidad y especificidad del resultado del examen
directo y del cultivo como:

1. Suspender el tratamiento por 10 a 15 dias

2. No utilizar talcos o cremas, ojala 2 dias antes del examen y solo utilizar
aguay jabon.

3. Retirar el esmalte de las uias 2 a 3 dias antes del examen

4. No cortar las ufias en los dias previos al examen.

Limpieza del area afectada: Antes de realizar la toma de muestra, la piel,
pelos o unas deben limpiarse con etanol (70%) para eliminar la flora

bacteriana o exudacion.

Recoleccion

Escamas: Borde de la lesién y contenido de las vesiculas. En las lesiones
descamativas, deben recogerse las escamas de las zonas afectadas,
raspando su borde activo con una hoja de bisturi o sindesmétomo estéril,
ya que dicho borde es el que mas probablemente contenga elementos
fungicos viables. Cuando existen lesiones satélites (candidiasis), el
raspado se realiza de dichas lesiones por ser las mas jévenes. El material
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obtenido se recoge entre dos portaobjetos estériles. El uso de
contenedores estériles de plastico puede tener el inconveniente de que
las escamas se adhieran a sus paredes dificultando su recuperacién. Los
dermatofitos en las muestras de piel, pueden permanecer viables durante
meses. En los intertrigos candidiasicos, las lesiones no suelen ser
descamativas sino exudativas, en cuyo caso el material se toma con
hisopo estéril seco o humedo. Si el espécimen no va a ser procesado
inmediatamente, se prefiere el empleo de un hisopo con medio de
transporte (Ej. medio de Stuart) ya que las levaduras pierden rdpidamente
la viabilidad en los hisopos secos.

Pelos: Cabellos o vellos opacos, quebradizos, cortos, dilatados o que se
fracturan al alcanzar la superficie y dan el aspecto de puntos negros.

Dependiendo del tipo de lesién observada, los pelos deben recogerse

mediante diversas técnicas:

% En la piedra blanca o piedra negra: Ambas estan confinadas a la
vaina del pelo, por lo que debe cortarse la porcidn suprafolicular de
los pelos afectados.

% En las tinas del cuero cabelludo o de la barba: es importante tomar
los pelos parasitados arrancandolos con la raiz intacta, ya que
cortarlos es menos eficaz. En muchas ocasiones los pelos
parasitados se reconocen porque estan rotos, friables o se
desprenden facilmente con el raspado.

% En las tinas microsporicas (M. canis): se reconocen por presentar
una placa escamosa blanquecina con escasa o nula inflamacion,
qgue puede alcanzar varios centimetros de didmetro, y en el cual se
observan pelos rotos a 5-10 mm de la superficie cutanea, estos
pelos parasitados son friables y se arrancan con facilidad al raspar
con el bisturi.

% Kerion de Celso: Son las formas supurativas de tinea capitis, es

comun en los nifios. Se presentan como lesiones elevadas,
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®
%

®
%

hemisféricas de consistencia blanda, exhiben muchas pustulas
foliculares y al ser apretadas manan pus por multiples puntos. El
diagndstico se realiza por el examen microscépico de los cabellos
(que se arrancan con gran facilidad). Los agentes mas frecuentes
aislados son: Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes y Trichophyton
verrucosum.

En las tifas tricofiticas antropofilicas (T. tonsurans y T. violaceum),
forman pequenas placas escamosas con pelos de poca longitud,
en forma de W o Z, situados en el espesor de la escama o bien
rotos al nivel de la superficie dando un aspecto de “puntos negros”,
casi siempre en ausencia de inflamacién. Estos “puntos negros”
son los que deben extraerse con la punta del bisturi 0 mediante
pinzas. Sin embargo cuando la infeccidbn se debe a especies
zoofilicas (T. mentagrophytes var. mentagrophytes y T.
verrucosum) se observan placas escamosas de tamano variable,
que se inflaman y se elevan sobre la superficie cutanea,
apareciendo numerosas pustulas foliculares que originan un
Kerion. En estos casos cuando las lesiones son dolorosas en nifios
puede ser dificil la toma de muestra, entonces el uso de un hisopo
humedecido sobre la zona afectada puede ser el Unico medio
incruento de realizar la toma. Con esta técnica es posible obtener
resultados positivos, pero resultados negativos no excluyen la
infeccion. Los pelos situados en la placa tienen una longitud
variable pudiéndose extraer con facilidad sin causar dolor al
paciente.

En la tina favosa (7. schoenleinii) presenta costras amarillentas,
cbéncavas y centradas por un pelo, denominadas cazoletas favicas.
Estan formadas por un conglomerado de hifas que originan una
foliculitis y con el tiempo, alopecia cicatricial por destruccion de la

matriz. La muestra de estas lesiones debe ser tomada con asa.

56



Unas:

R/
0.0

R/
0.0

®
L4

®
L4

®
%

Detrito subungueal y fragmentos de ufia o raspado de la lamina en
la lesion superficial blanca.

El detrito, se toma de la parte mas distrofica y con mayor
hiperqueratésis, idealmente, con hoja de bisturi curva y roma y tan
profundo y abundante como sea posible.

Onicomicosis distal y lateral subungueal: la lesién comienza por el
borde libre de la una y va extendiéndose hacia la matriz, la
sustancia de la ufa se sustituye por un material amarillento y
friable, mientras que la lamina exterior puede estar infectada o
destruida. Esta lesién puede deberse a dermatofitos, Scopulariosis
spp o Scytalidium spp. En estos casos, aparecen unas
hiperqueratésicas siendo los alicates especiales para recoger el
material subungueal y cortar trozos de la parte proximal de la unia,
ya que aunque sea la menos accesible, es la que menos se
contamina y presenta elementos fungicos mas jovenes y viables.
Onicomicosis proximal subungueal: causada por Candida spp,
Fusarium spp o por recidivas de una tinea unguium tratada. Se
observa, de forma caracteristica en pacientes con SIDA. En estos
casos, se debe recoger el material blanquecino de la porcién mas
profunda de la tabla ungueal.

Onicomicosis blanca superficial: se manifiesta como una mancha
blanca lechosa en un punto cualquiera de la superficie de la ufa
que se va extendiendo progresivamente. Es debida a dermatofitos
(T. mentagrophytes, T. rubrum) u otros hongos miceliares
(Acremonium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.) S6lo en este
caso, se raspa la uiia en la superficie afectada.

Onicomicosis distal y lateral con paroniquia crénica: comienza con

una inflamacién del borde periungueal y termina con la afectacion
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lateral de la lamina que aparece plisada. Aunque casi siempre esta
causada por Candida spp. en ocasiones excepcionales algun
hongo no dermatofito también puede ser el responsable. En estos
casos, se recoge el material ungueal mas cercano a la cuticula,
raspando con el bisturi en la profundidad del surco periungueal.
Con hisopo o asa estéril se obtiene el pus de la paroniquia
acompanante tras incision con lanceta o compresion de la porcidn
lateral del dedo.

% Onicomicosis distrofica total: corresponde al estadio final de
cualquier onicomicosis. En estos casos, se debe raspar

preferentemente el material subungueal

Transporte de muestras
Transporte de muestras superficiales

La mejor muestra es aquella que se toma y procesa en el
laboratorio. De ser necesario el envio, el material debe ser abundante y
puede recogerse en sobres de papel pergamino delgado o de seda
grueso o idealmente, en cajas de Petri pequenas, estériles y selladas. Es

muy importante evitar la contaminacion y la humedad.

Las muestras de pitiriasis versicolor y dermatofitosis también
pueden ser transportadas entre dos portaobjetos estériles envueltos en
papel o en contenedor seco estéril. Se pueden almacenar a temperatura

ambiente.

Toma de muestras respiratorias
Exudado y lavado nasofaringeo

Mediante hisopo de algoddn o catéter, aspirar el moco por via per o
retronasal. Hay que tener presente que la muestra obtenida pertenece al
tracto respiratorio superior, por lo que en caso de ser positiva, tan solo

sera indicadora de colonizacién de las vias aéreas superiores.
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Esputo por expectoracion espontanea (E)

La muestra debe obtenerse tras una expectoracion profunda
preferentemente matinal, mediante tos o fisioterapia respiratoria (se
recomienda el lavado previo de la boca con solucién salina y evitar que la

expectoracion se contamine con secreciones nasales o saliva).

Esputo inducido (El)

Se obtiene tras hacer inhalar al paciente durante 15-20 min.,
nebulizaciones de 20-30 ml de solucion salina hipertonica esteéril,
obtenidas mediante un nebulizador ultrasonico. Su valor diagndstico
equivale al esputo por expectoracion espontanea, aunque con experiencia
y meticulosa técnica de obtencién se puede minimizar la contaminacion
nasobucal. Se recomienda como alternativa el esputo en el caso que no

sea posible una expectoracion espontanea.

Aspirado traqueal (AT)

Se introduce una sonda de aspiracion a través del tubo
endotraqueal o de la traqueotomia y se succionan las secreciones
respiratorias. La instilacion de una pequefia cantidad de solucién salina
estéril (x 5 ml) puede facilitar la obtencién de las muestras muy viscosas.
Se puede considerar la alternativa al esputo en el paciente intubado y su

valor diagnostico es muy similar.

Lavado bronquial (LB)

Mediante fibrobroncoscopia se realiza una aspiracion de las
secreciones del arbol bronquial, generalmente tras la instilacion de 5-10
ml de solucién fisiolégica. No hay que olvidar que la muestra procede del
arbol bronquial superior y no es representativa del territorio alveolar ni

bronquiolar. En el enfermo intubado tiene el mismo valor diagnéstico que
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el aspirado traqueal y en el no intubado puede estar contaminada por
secreciones del tracto respiratorio superior, siendo su valor diagnostico
similar al del esputo. Sélo esta indicado cuando el volumen del BAL es
insuficiente y existe la sospecha de una infeccién fungica pulmonar por

patdgenos primarios.

Lavado broncoalveolar (BAL)

Para la toma de muestra el fibrobroncoscopio debe enclavarse en
el arbol bronquial e instilar £ 120 ml de solucion fisioldégica que
posteriormente sera recuperada (10 -100 ml). La muestra representa las
secreciones presentes en aproximadamente un millon de alvéolos y sus
correspondientes bronquiolos (x 1% de la superficie pulmonar), se estima
que en el liquido recuperado se encuentran diluidas 1 ml de secreciones.
El fluido recuperado se considera la muestra mas adecuada y sensible
para el diagnéstico de las infecciones respiratorias causadas por hongos
dimoérficos patégenos primarios y para el diagnostico de la neumonia por
Pneumocystis. En enfermos inmunodeprimidos, es la técnica de eleccién
para el diagnostico de presuntas micosis invasoras oportunistas del tracto

respiratorio inferior.

Lavado broncoalveolar protegido (BAL-protegido)

La toma de muestra es igual que para el BAL pero la introduccion
del broncoscopio se hace a través de la luz de un catéter con un globo
final, que previamente se ha introducido e inflado con el fin de proteger la
muestra de una posible contaminacion por flora de las vias altas. Es de
gran valor diagndstico en neumonias bacterianas, especialmente en
pacientes sometidos a ventilacibn mecanica, pero en el caso de las

infecciones fungicas tiene un valor equiparable al BAL convencional.

MiniBAL (Mini-BAL)
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Se introduce un catéter telescopado en el arbol bronquial y se hace
avanzar hasta encontrar resistencia, seguidamente se hace avanzar el
catéter interno y se instilan con una jeringa unos 25 ml de suero fisioldgico
estéril. El liquido recuperado y la punta del catéter interno se emplean
para los estudios microbiolégicos. La técnica presenta la ventaja de no
requerir el empleo de un fibrobroncoscopio y se plantea como una
alternativa a éste diagnostico de la neumonia asociada a ventilacion
mecanica. En la actualidad, no existen experiencias que permitan

recomendarla para el estudio de las infecciones fungicas.

Biopsia transbronquial

A través de un broncoscopio se introducen unas pinzas que,
mediante vision fluoroscopica, permiten la obtencién del parénquima
pulmonar peribronquial o incluso alveolar. Esta indicada para estudios
histolégicos. Aunque el pequefno tamafo de las biopsias obtenidas tiene
sensibilidad de la muestra, debe tenerse presente su gran especificidad y

valor diagnostico de seguridad de las micosis invasoras.

Puncidén pulmonar percutanea o transtoracica

Empleando agujas ultrafinas y control radiolégico o ecografico, se
punza la cavidad toracica y se recoge el exudado de las lesiones
pulmonares por aspiracion. Aunque es una muestra con alta
especificidad, tiene baja sensibilidad, y la técnica no esta libre de
contraindicaciones (neumotérax, hemorragia), por lo que su empleo se
limita al estudio de infiltrados pulmonares densos de localizacion
periférica, con gran componente cavitario y / 0 consolidacion, como puede

ser el caso de algunas neumonias fungicas.
Liquido pleural (LP)

A través de una puncion transparietal mediante aguja de puncion

pleural, se extraen varios mililitros de liquido pleural. EI empiema suele
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presentarse como complicacibn de una neumonia bacteriana o
tuberculosa, pero no debe descartarse la implicancia de un hongo que, en
procesos neumonicos crénicos, puede invadir la cavidad pleural o
introducirse en ella a través de un neumotérax o una fistula broncopleural.
Biopsia pleural

A través de una pequefa incisién en la pared torécica se introduce
un trocar hasta perforar la hoja parietal de la pleura de donde se toman
varias muestras. Las muestras se emplean para estudio histolégico o para
el diagnéstico de wuna posible paquipleuritis tuberculosa, siendo
habitualmente poco util en Micologia.

Transporte y conservacion de muestras respiratorias

Las muestras de esputo, LB y BAL deben enviarse al laboratorio en
frascos estériles, bien cerrados, con tapa a rosca y en un plazo méaximo
de 2 horas desde su recogida. Los productos de aspiracion se depositan
en un tubo conico estéril con tapa a rosca. Las secreciones que se
obtienen por cepillado se transportan, en tubos cénicos estériles con tapa
a rosca, diluidas en 1 ml de solucion fisiolégica estéril. Las piezas de
biopsias deben dividirse en dos partes, uno se introduce en un frasco con
formol al 10% provisto por anatomia patolégica y se envia a ese servicio,
y otro en tubo o frasco estéril con 1 ml de suero fisiologico para el
Laboratorio de Micologia. Si el procesamiento de la muestra va a
demorarse durante varias horas, es preferible conservarla a 4°C
(heladera) especialmente en muestras muy contaminadas como el

esputo.

3.6.2 Toma de muestras de liquidos estériles y tejidos

I) Sangre
A) Sistemas Automatizados
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Esta muestra habitualmente estéril es muy valiosa en Micologia, no
s6lo por su rentabilidad diagndstica, sino también por la dificultad de
obtencién o imposibilidad de repeticién, lo que obligara a extremar todas
las medidas para obtener el mayor rendimiento de la misma. Actualmente
el cultivo de sangre sigue siendo la mejor técnica para el diagnostico de
candidemia, a pesar de su escasa sensibilidad global (= 50%). Para ello
se recomienda el uso de sistemas automatizados de monitoreo continuo
utilizados para bacterias, pero si se sospecha una infeccion sistémica por
un hongo dimorfo, la técnica de lisis-centrifugacion parece ofrecer
mayores ventajas. Sin embargo para la recuperacion de la mayoria de los
hongos filamentosos, ninguno de estos dos sistemas ha demostrado su
eficacia. Los sistemas automatizados integran el sistema de deteccion, el
incubador y el mecanismo de agitacion en una sola unidad; cada frasco
de hemocultivo se procesa individualmente. Actualmente en nuestro pais
hay dos sistemas comercializados, que se diferencian por el tipo de
metabolito detectado, en el sistema de deteccién o en el tipo de agitacion:
BacT/Alert® (BioMerieux) y BACTEC® (Becton-Dickinson). Detectan el
crecimiento microbiano midiendo la produccién de CO2 por colorimetria o
por fluorescencia respectivamente. Cualquiera de ellos es util para el
aislamiento de levaduras en los frascos de hemocultivo. Para la toma de
muestra utilizar guantes estériles y se comienza con la desinfeccion del
tapdn de goma del frasco con alcohol etilico 70% esperando 1 minuto
antes de inocularlo. Después de localizar el lugar de la venopuncion,
limpiar con un algodén impregnado con alcohol etilico 70%, realizando
movimientos conceéntricos de adentro hacia fuera. Repetir la operacion
con otro algodén impregnado con yodo-povidona (2%) dejandola actuar
durante 1 minuto. Una vez realizada la desinfeccién no se debe volver a
palpar la vena; si fuera necesario, utilizar nuevos guantes estériles.
Extraer la sangre e inocular los frascos de hemocultivo. Adultos de 5-10
ml (frasco adulto), nifios: de 1-5 ml (frasco pediatrico), neonatos de 0.5-

1.5 ml (frasco pediatrico). Limpiar los restos de yodo-povidona con
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alcohol. Los frascos de hemocultivos MYCO/F LYTIC® (Becton-
Dickinson) estan disefados para la recuperacibn de patdgenos
intracelulares. Incorporan al medio de cultivo un agente litico (saponina)
que induce la ruptura de los leucocitos y la posterior salida de
microorganismos fagocitados que pueden ser detectados por el sistema
automatizado BACTEC9240®. Hasta el momento, ha demostrado su

utilidad en infecciones sistémicas por H. capsulatum.

B) Lisis-Centrifugacion

Utilizar guantes estériles durante todo el proceso. Desinfectar la
piel del paciente del mismo modo que la descripta en el punto anterior
(sistemas automatizados). Se extrae sangre sobre una solucién al 5%
concentracién final de saponina-polianetolsulfonato de sodio en solucién
fisiologica. Adultos: 9 ml en 1 ml de solucion lisante, Nifios: 1 a 5 ml en
0.5 ml de solucién lisante, Neonatos: 0.5 a 1 ml en 0.5 ml de solucién
lisante. Se mezclan los tubos varias veces para activar la lisis celular se
espera aproximadamente 1 hora y se centrifugan los tubos durante 30
minutos a 3000 r.p.m. En los adultos se siembra el precipitado diluido en
algunos mililitros de sol. fisiologica estéril. En los niflos y neonatos no es

necesario centrifugar por lo que se siembra todo el material lisado.

i) LCR

El diagnostico etiolégico de una meningitis precisa LCR. La
dificultad de su obtencién hace del LCR una de las muestras bioldgicas
estériles mas valiosas en un laboratorio de Microbiologia. Realizar la
puncién en condiciones de maxima asepsia. Desinfectar la zona con
yodo-povidona al 2%. Realizar la puncién en los espacios intervertebrales
L3-L4, L4-L5, 6 L5-S1. Al llegar al especio subaracnoideo, retirar el
estilete y dejar salir libremente el LCR, recolectarlo en tres tubos estériles

cénicos con tapa a rosca. Extraer un volumen minimo de 3 ml/tubo, enviar
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rapidamente al laboratorio de Microbiologia. Extraer también sangre para

hemocultivo

lll) L. pleural, peritoneal, pericardico, sinovial y otros liquidos de
puncion

Realizar la puncion en condiciones de maxima asepsia. Desinfectar
la piel con yodo-povidona 2%, obtener la muestra por aspiracion con
aguja percutanea o por cirugia. Extraer un volumen minimo de 5 ml y
depositarlo en un tubo conico estéril con tapa a rosca (o inocular un frasco
de hemocultivo); enviar rapidamente al Laboratorio de Micologia.

IV) Médula é6sea

El aspirado de médula ésea, por puncién esternal o de cresta
iliaca, es una de las mejores muestras para el diagnostico de
histoplasmosis diseminada. El estadio levaduriforme de este
microorganismo es eminentemente intracelular, por lo que la utilizacion
del sistema de lisis-centrifugacion facilita la liberacién de las levaduras
fagocitadas, aumentando su recuperacién en el medio de cultivo. Aplicar
maximas condiciones de asepsia. Introducir el aspirado en un tubo cénico
con solucién de saponina (5% concentracion final) como se describid
oportunamente para la toma de muestra de hemocultivo por el método
Lisis-centrifugacion. Realizar en el momento de la toma de muestra un
extendido en un portaobjeto para realizar la tincién de Giemsa. Tener la
precaucion que el material extraido no debe coagularse de ser necesario

agregar 1 gota de heparina estéril al tubo.

V) Tejidos
Las muestras de tejidos se obtienen mediante cirugia, biopsia
percutanea o autopsia. Realizar la biopsia aplicando las maximas

medidas de asepsia. Introducir el tejido biopsiado en un recipiente estéril
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de tapa a rosca con solucién salina estéril y enviar al laboratorio

rapidamente.

Transporte de liquidos de puncion de cavidades estériles y tejidos

Si la muestra fue inoculada a un frasco de hemocultivo debera
enviarse rapidamente al laboratorio para su pronta incubaciéon a 37°C. Si
la muestra se recolectdé en un frasco estéril de no procesarse en el dia
puede ser almacenada en la heladera 4°C durante 24- 48 hs. con unas

gotas de solucion salina estéril.

3.6.3Toma de muestras genitourinarias

1) Exudado vaginal

Debe indicarse que no debe realizar tratamiento local o general previo.
Abstinencia sexual (24 horas previas) No debe practicarse higiene vaginal
previa que pueda alterar las caracteristicas de la flora. Debe realizarse la
toma de muestra ayudandose con un espéculo, sin utilizar lubricantes. Se
toma la secrecion mucosa de la pared posterior del canal vaginal,
mediante un hisopo humedecido con solucién fisioldgica estéril haciendo
rotar el mismo por la zona se mayor secrecién. Para el examen directo

puede tomarse material con espatula.

)] Exudado vulvar
Es conveniente lavar la superficie cutanea con solucion salina
estéril, antes de arrastrar el exudado con un hisopo. La obtencién del

exudado anal se realiza de la misma forma que el vulvar.
1)) Surco balanoprepucial
Hisopado de los bordes de las lesiones y del surco balonoprepucial sin

higiene previa

IV)  Primer chorro de orina
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Por la manana después de una retencion de 1-3 hs. sin vaciar la
vejiga. Debe higienizarse la zona externa para evitar una contaminacion,
sobre todo en hombres no circuncidados, utilizando jabén nuevo y agua.

Se recolecta el primer chorro de orina en frasco estéril con tapa a rosca.

V) Exudado uretral

El exudado uretral se recoge por la mafana o al menos después de 1-
3 hs. sin vaciar la vejiga. Higienizar con agua y jabon nuevo la zona
externa para evitar contaminacién, sobre todo en hombres no
circuncidados. Si existe secrecion abundante, se exprime la uretra, se
desecha la primer gota que contiene flora saprofita y se toma el resto con
un hisopo fino (uretral) introducido 2 cm en el meato urinario, en caso de
no existir secrecién, se introduce el hisopo en la uretra después de
realizar un masaje uretral.

VI)  Miccion espontanea / Chorro medio de orina

Realizar una higiene de sus genitales con agua y jabon nuevo. En el
momento de la micciéon los hombres deberan retraer el prepucio y las
mujeres colocarse un tapén vaginal. Recolectar chorro medio de la orina
recién emitida en un frasco estéril, preferiblemente de boca ancha (se

descarta la primera y ultima parte de la miccion)

VIl) Sonda vesical

El cateterismo vesical efectuado de manera aséptica, después de un
lavado cuidadoso del meato uretral y de los genitales externos, es el
procedimiento mas adecuado para recoger orina cuando se sospecha una
candiduria, pero implica peligro de sobreinfeccion de vias altas. Se
recurre a este procedimiento ante la imposibilidad de obtener buenos
resultados por los métodos directos o cuando se pretende corroborar un
diagndstico.
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En pacientes con sonda permanente la orina se recolecta por puncién

aséptica de la sonda, nunca de la bolsa.

VIII) Puncién suprapubica

Cuando la recoleccion de orina es dificultosa por otro procedimiento,
puede realizarse una puncién vesical, sobre todo en lactantes, pero es
una técnica contraindicada en pacientes con problemas de la hemostasia.
La vejiga se punza directamente después del aseo, antisepsia y anestesia

local.

Transporte de muestras genitourinarias

En general las muestras genitourinarias deben procesarse
rapidamente, pues el crecimiento de levaduras a temperatura ambiente
puede dar lugar a una falsa interpretacion en cuanto a su concentracion
en la muestra. Los hisopados si van a demorarse se pueden colocar en
solucién fisiolégica estéril. En las muestras de orina si se va a demorar el

cultivo podran guardarse en la heladera a 4°C 24 horas.

3.6.4Toma de muestras de cavidad oral y otorrinolaringoldgicas

La toma de muestras se haré antes de administrar antifingicos.

1) Cavidad oral
Ira precedida de un enjuague con agua o solucién salina. Las lesiones
pseudomembranosas y las secreciones se recolectan con un hisopo

estéril y se colocan en tubo estéril con solucién fisiologica.

1) Muestras rinosinusales
Debe tomarse con hisopo o torunda de algodén de la mucosa
nasofaringea, mediante aspiracion o biopsias durante una intervencion

quirurgica. También son muestras Utiles los exudados nasales, asi como
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el contenido y tejido de los senos afectados. Deben colocarse en frasco

estéril, con solucion fisiolégica estéril.

lll)  Muestras oticas

Deben efectuarse bajo vision directa con otoscopio y el material se
extrae con una cucharita o cureta. También pueden emplearse hisopos
humedecidos en solucién fisiolégica. Pero los resultados son menos

satisfactorios.

IV) Biopsias o piezas quirurgicas
Son de utilidad en otitis y rinosinusitis invasoras y deben obtenerse por
procedimientos quirdrgicos. La muestra debe colocarse en recipiente

estéril con unas gotas de solucidn fisiologica estéril

Transporte de muestras de cavidad oral y otorrinolaringoldgicas
Deben procesarse antes de las 2 horas. Los hisopos pueden
introducirse en solucién fisiologica estéril. Las muestras recogidas
mediante enjuague o lavado oral se transportan en frasco estéril a
temperatura ambiente. Las muestras de biopsias transportar en medio
liquido, de lo contrario utilizar envase estéril con solucion salina,

pudiéndose guardar en la heladera a 4°C durante 24 -48 horas.

3.6.5 Toma de muestras gastrointestinales

1) Cepillado esofagico

Mediante escobillén guiado por endoscopia, se recolecta material
preferentemente de las placas blanco-amarillentas o seudo membranosas
si las hubiere. Después se frota el cepillo por la superficie de uno o varios
portaobjetos limpios y estériles.
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) Biopsia esofagica

Raramente es necesaria esta muestra ya que el cepillado esofégico es
muy sensible para el diagnéstico de esofagitis candidiasica, ademas no
diferencia colonizacién de infeccion. Se prefiere tomar varias muestras de

mucosa gastrica para aumentar el rendimiento

Transporte de cepillado y biopsia esofagicos

Los portaobjetos se envian inmediatamente al Laboratorio
protegidos en un recipiente limpio, seco y cerrado. En el caso de una
muestra de biopsia enviar en recipiente estéril, anadiendo unos mililitros
de solucién fisiologica. De no ser procesado en el momento guardar en

heladera a 4°C no mas de 24 horas.

3.6.6Toma de muestras oculares

1) Exudado conjuntival

Con un hisopo estéril, de algoddn o alginato humedecido en solucion
salina estéril frotar la zona lesionada suavemente e introducirlo en medio
de transporte. Repetir la toma de muestra en el ojo contralateral con otro
hisopo. Si se dispone de medios de cultivo es preferible inocularlos en el

momento de la toma de muestra.

1) Raspado corneal

Obtener exudado conjuntival de cada ojo por separado. Aplicar un
colirio anestésico. Raspar la superficie de la lesién con un ansa de Kimura
(ansa de platino ultrafina, flexible, de punta roma que puede enfriarse
rapido si se esteriliza a la llama (este procedimiento debe realizarla el
oftalmélogo, controlando la toma de muestra con microscopio 0 con
lampara de hendidura. Si la lesién es purulenta conviene tomar la muestra
con hisopo, si es profunda se puede hacer una incisién con microbisturi.
Si la lesion esta mal definida se puede pasar un hilo quirdrgico por el area

infectada y luego usarlo para inocular los medios.
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1) Fluidos y aspirados oculares

En los casos de endoftalmitis y celulitis orbitaria, las muestras deben
ser recolectadas por el oftalmélogo en el quiréfano, mediante puncion
aspiraciéon o vitrectomia y controladas por microscopia. Colocarlas en
recipiente estéril, pero conviene inocular la muestra en los medios de

cultivo directamente.

IV)  Conductos lacrimales
Con hisopo humedo en solucién salina estéril, recoger el material
purulento presionando los parpados y el saco lacrimal.

V) Lentes de contacto
Frotar en hisopo por la superficie de contacto corneal de cada lente

Transporte de muestras oculares
Todas las muestras deben (en lo posible) inocularse en el
momento, de no ser posible enviarlas al laboratorio en envase estéril con

tapa a rosca.

3.6.7 Toma de muestra de Catéteres

1) Catéteres intravasculares

Desinfectar con alcohol la zona cutanea alrededor de la insercién del
catéter y asépticamente cortar 5 cm del extremo distal, que se introduce

en contenedor estéril con tapa a rosca.
1)) Catéteres de dialisis peritoneal
Extraer el catéter, seleccionar y cortar el segmento subcutéaneo y el

extremo distal e introducirlos en contenedores estériles.

Transporte de catéteres
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Se recomienda el procesamiento de inmediato, de lo contrario

conservar la muestra a 4°2C maximo 24 horas.

3.6.8 Toma de muestra de material protésico

En el contexto general, las infecciones fungicas del material
protésico son muy infrecuentes. Entre todas, las protesis de valvula
cardiaca y las mallas de refuerzo abdominal son las més relacionadas con
la infeccién fungica. Si el material lo permite es aconsejable que el
troceado lo realice el médico en el quirdéfano en condiciones asépticas y
en el momento de su extraccién, para facilitar la siembra en los diferentes
medios de cultivo.

Transporte de material protésico

En frasco estéril y a temperatura ambiente.
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3.7 Procedimientos para el diagndstico micologico

Se describen basicamente dos tipos de estudios, el examen directo
y el cultivo para asegurar una recuperacion de hongos a partir de
muestras clinicas, éstas deben de procesarse de inmediato mediante su

inoculacion sobre medios de cultivo.

Examen directo

Este procedimiento no sustituye al cultivo. Brinda informacion
preliminar o presuntiva al ser una técnica rapida que puede ser util al
clinico y en algunos casos llegar a ser diagnéstica. Es un paso esencial
que no se debe omitir en el diagnoéstico micolégico. Con este
procedimiento podemos visualizar las estructuras fungicas presentes en la
muestra, hifas y/o blastoconidias, pseudomicelio, cantidad, morfologia y
tamano de las blastoconidias, n? de gemaciones, tipo de células presentes
(células epiteliales, leucocitos, macrofagos, etc.), asi como evaluar la
cantidad y calidad de la misma. Entre los principales examenes directos

tenemos:

Hidroxido de potasio (KOH)

Disuelve rapidamente las células permitiendo digerir material
proteico, aclara pigmentos y disuelve el cemento que mantiene unidas a
las células queratinizadas y las de otros tejidos; ello permite observar los
elementos fungicos méas facilmente. Su efecto de clarificar puede
incrementarse al calentar a la llama ligeramente la preparacion.
Adicionalmente, se puede emplear colorante (tinta Parker azul negra 6
tinta Parker Quink azul permanente al 10%) para pigmentar la pared de

los hongos y mejorar la visualizacion. Cuando se sospechan mohos
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dematiaceos, su pigmento se aprecia mejor sin tinta. La observacion de

hifas, permite sugerir la presencia de invasién micética.
Hallazgos del examen directo:

Cuando el agente etiologico es un dermatofito, el examen directo
de las distintas tineas, revela hifas hialinas septadas, las cuales pueden o
no estar acompanadas de artroconidias y o de clamidoconidias. Sin
embargo, estas estructuras son semejantes a las observadas en casos de
dermatomicosis por mohos septados monilidceos (hialinos), por lo que el
cultivo es indispensable para su diferenciacion. Si las lesiones son
producidas por levaduras del tipo Candida, al directo se pueden observar
también blastoconidias, las que no estan presentes en los dermatofitos y
ademas, seudohifas, indiferenciables en muchos casos de las hifas
verdaderas de los mohos. Por lo tanto, en la mayoria de los casos el
cultivo es indispensable para la identificacion del género y especie del
hongo productor de las lesiones. Y si el agente etiologicos es una
Malassezia se observara levaduras redondas u ovaladas, en cantidad
abundante, distribuidas en grupos o racimos, asi como también podria

observarse hifas cortas, acodadas, mezcladas con las levaduras.

En la tinea capitis endotrix, los limites del cabello estan intactos y
en su interior se observan hifas y artroconidias. En la variedad endo-
ectotrix, el interior del cabello no siempre es visible y presenta hifas y
artroconidias, mientras que en la superficie, hay predominio de
artroconidias y escasas hifas. La cuticula del cabello se ve alterada, sin

limites precisos.

A pesar de que el examen directo, de las lesiones por dermatofitos
no permite diferenciar el género ni la especie del agente etiolégico, ni si
se trata de una dermatofitosis o de otro hongo de origen ambiental o

vegetal, su resultado diferencia las lesiones producidas por hongos de
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aquellas que no lo son y que clinicamente son similares. Ademas, su
resultado disponible en minutos, permite al médico iniciar el tratamiento,
mientras los resultados del cultivo estan disponibles a las 3-4 semanas.
Sin embargo, la sensibilidad de la prueba y por lo tanto su valor en el
diagnéstico temprano, depende de una muestra adecuada en calidad y
cantidad, de la seleccién del método para procesarla y de la capacidad de

reconocimiento por parte del observador.

Tinta china

Es un método de contraste. Permite visualizar la cépsula de

polisacarido de Cryptococcus spp, mediante la presencia de un halo claro
y nitido alrededor de la levadura.
Existen artefactos (hematies, burbujas de aire, leucocitos, gotas de grasa
y particulas de talco) que pueden interferir y confundir al analista. La
sensibilidad de la técnica es de 50% en pacientes sin VIH y se puede
incrementar hasta 88% en pacientes VIH con meningitis criptococésica.

Coloracion Giemsa

Es de utilidad para el diagnéstico de histoplasmosis, neumocistosis
y otras micosis. Permite visualizar blastoconidias intracelulares al
polimorfonuclear, como la fase tisular del H. capsulatum.
Coloracion Gram

Es util para observar blastoconidias y pseudomicelios de las

especies del género Candida, Malassezia y Cryptococcus, las cuales son

Gram positivas con variaciones en la intensidad de la coloracion.
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Cultivo

Una vez tomada la muestra, se procedera a sembrarla en los medios
de cultivos habituales para el aislamiento de hongos. En micologia se

utilizan los siguientes medios:

* Medios generales: Sabouraud dextrosa agar (SDA) es el medio
universal para el aislamiento de hongos, tanto filamentosos como

levaduriformes.

* Medios selectivos: son aquellos medios que contienen antibidticos para
inhibir la flora microbiana y/o sapréfita asociada, permitiendo el
crecimiento solo de hongos patégenos; entre ellos se encuentran el
Mycosel o Dermasel que contiene cloranfenicol y actidiona, el agar
Sabouraud mas cloranfenicol (S+C) y la infusién cerebro-corazén mas

cloranfenicol (BHI, Brain Heart Infussion).

* Medios enriquecidos: son medios altamente nutritivos que favorecen el
aislamiento de hongos patdégenos de lento crecimiento y se utilizan para
evidenciar el dimorfismo de los mismos, como agar sangre y agar BHI

incubados a temperatura de 37°C.

+ Medios diferenciales: se utilizan para inducir alguna propiedad
especifica del agente aislado, lo cual es esencial para su identificacién
taxondmica; entre ellos se encuentran el agar cromogénico para Candida,

agar bilis, agar corn meal, agar urea y agar Gorodkowa, entre otros.

Cultivo de micosis superficiales

El material recolectado sobre la hoja de bisturi se siembra

introduciendo la punta del mismo en el agar, dejando una huella que
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permita diferenciar el crecimiento de los hongos aislados de la muestra,
de otros ambientales que puedan contaminar el medio durante la siembra.
Esta debe repetirse minimo en 6 a 8 puntos. Aunque los cultivos pueden
realizarse en tubos o cajas de Petri, se recomiendan las cajas por ofrecer
mas superficie para el crecimiento de los hongos, lo que a su vez,
asegura mayor sensibilidad a la prueba. Asi mismo, en las cajas se facilita
la siembra, la identificacibn macroscopica de las colonias y su
recuperacién para el estudio microscopico o para tomar parte de la
colonia y efectuar repiques. Si se emplean tubos, la cantidad debe ser

suficiente para asegurar la siembra de suficiente material.
Medios de cultivo

Se deben emplear al menos dos tipos de medios de cultivo,
idealmente tres. Los medios de cultivo mas empleados son el agar
Sabouraud dextrosa con antibioticos, que permite el crecimiento de
dermatofitos y de hongos ambientales productores de dermatomicosis y
limita el crecimiento de bacterias; agar Sabouraud dextrosa con actidiona
(cicloheximida) y cloranfenicol, mycosel, el cual favorece el crecimiento de
los dermatofitos, pero limita el crecimiento de mohos ambientales y de
bacterias.

Cultivo de muestras respiratorias, cavidad oral y

otorrinolaringologicas

% Colocar la muestra en tubos de ensayo con ASD y agar infusién
cerebro-corazén. Emplear como minimo seis tubos por muestra,
tres de ellos se incubaran a temperatura ambiente y los otros tres a
37 °C. Los medios de cultivo deben de contener cloramfenicol
0,5¢/L. Evitar el uso de cicloheximida debido a que puede inhibir el
desarrollo de mohos, principalmente Aspergillus spp., Penicillium

marneffei, y Cryptococcus spp.
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El LBA se debe de colocar en recipiente estéril y con tapa rosca. La
muestra se centrifuga (1500 g o 3000 rpm por 30 minutos) y a partir

del sedimento se realiza el cultivo.

Los cultivos se deben controlar hasta 45 dias.

El valor diagnéstico del hallazgo de los diferentes hongos es
diverso. Son importantes los aislamientos de Paracoccidioides
brasiliensis e Histoplasma capsulatum; otros como Aspergillus spp.
y Fusarium spp tienen valor cuando si les observa en el examen
directo y si se les aisla en forma reiterada a partir de especimenes
seriados. Finalmente, algunos hongos como Candida spp son
considerados como causantes de infeccion respiratoria si son
observados por histopatologia de biopsias o piezas quirdrgicas.
Cryptococcus spp puede causar micosis pulmonar principalmente

en pacientes VIH.

Cultivo de muestra de liquidos estériles y tejidos

Cultivo de muestra de sangre

®
L4

En laboratorios pequefios que tienen un bajo flujo de este tipo de
muestras y no permite tener medios especiales es aceptable
inocular 0,5 mL de sangre heparinizada directamente en la
superficie de un medio de cultivo. Como medio de cultivo se debe
emplear una botella bifasica que contenga 60 mL de caldo infusion
cerebro corazéon y agar cerebro corazén. Se inocula 10 mL de
sangre en el medio bifasico, recibiendo ventilacion a través de una
aguja con tapén de algododn, colocando el medio de cultivo en
forma vertical. Se incuba a 30 °C por 30 dias. Examinar en forma

diaria, hasta observar el crecimiento de microorganismos. Después
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de examinar diariamente los cultivos, se debe de mezclar la fase

liquida del medio de cultivo con el agar.

Otro sistema de recuperacion de hongos es el sistema de lisis
centrifugacién, que tiene la capacidad de lisar leucocitos
sanguineos con ulterior liberacién al medio de microorganismos
fagocitados, pero para su correcta realizacion hay que considerar
las especificaciones del fabricante (anexo A).

Para las técnicas automatizadas seguir las recomendaciones de
los fabricantes de como inocular dos frascos en cada extraccion
(aerdbico y anaerdbico), pero en caso de nifilos emplear un frasco
pediatrico por extraccion. El volumen de sangre inoculado por
frasco es esencial para incrementar la sensibilidad de la técnica.

Cultivo de liquido cefalorraquideo

®
%

®
L4

La muestra se obtiene por puncion lumbar, y luego es depositada
en un tubo de vidrio o frasco estéril con tapa rosca. El volumen
requerido para un adecuado diagnostico de hongos debe ser de 3

mL.

Centrifugar la muestra a 1500 g 6 3500 rpm por 15 minutos. Con el
sobrenadante emplear prueba serolégicas de busqueda de
antigeno de Cryptococcus spp.

El sedimento sembrado sobre ASD o agar infusién cerebro corazén

o agar semilla de girasol (agar niger seed) de cuatro a seis tubos.
Incubar a temperatura ambiente y 37 °C por cuatro semanas.
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Lectura e interpretacién de los cultivos. Durante la primera semana
de incubacion realizar las lecturas a diario de los medios de cultivo,
luego puede realizarse dos veces por semana hasta completar el
tiempo de incubacion establecida. Una vez realizado el aislamiento
primario sembrar en medios de cultivo selectivos para su

tipificacion.

Cultivo de muestra de Tejidos

®.
%

®
%

®
%

Transvasar la muestra a una placa Petri estéril. Realizar lavados

con solucién salina estéril con antibioticos (cloramfenicol al 0,05%).

Seccionar y triturar la muestra en trozos de 1 a 2 mm con ayuda de

pinza y bisturi estéril para obtener un espécimen homogeneizado.

Flamear al mechero cuatro laminas portaobjetos y en la cara
flameada realizar improntas para hacer examen en fresco y

coloraciones como Gram y Giemsa.

Inocular la muestra, sumergiéndola ligeramente en la superficie del
medio de cultivo agar Sabouraud dextrosa (ASD). Incubar un tubo
a temperatura ambiente y otro a 37 °C. Controlar diariamente por

un lapso de ocho semanas.

Cultivo de muestra genitourinaria

Cultivo de muestra de orina

®
L4

El urocultivo convencional es el método idoneo para el estudio de
infeccion del tracto urinario, permitiendo diferenciar cualitativa y
cuantitativamente una contaminacion de una candiduria

significativa.
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Inocular 1 6 10 yL de orina no centrifugada en una placa Petri que
contenga agar sabouraud dextrosa con antibiético (ASD).

Incubar a 35 - 37°C por 48 — 72 horas en aerobiosis.

En la infeccion del tracto urinario, el valor del recuento de colonias
en la orina no esta bien establecido. En general, se acepta que un
recuento mayor a 10 000 UFC/mL, indicaria infeccion urinaria o
candidiasis diseminada, un recuento inferior no es significativo de
infeccion. Algunos investigadores sefialan que hay que valorar
cualquier recuento de levaduras como anormal y realizar
nuevamente el cultivo antes de descartar una infeccién. En
general, ante un cultivo positivo, se puede considerar las siguientes
situaciones:

Candiduria inferior a 1000 UFC/mL: generalmente corresponde a
ausencia de infeccién, con excepcién si la muestra fue obtenida por
puncién suprapubica.

Candiduria entre 1000 y 10 000 UFC/mL: de significado clinico
dudoso y puede resultar de una contaminacién sobre todo si existe
flora mixta. En ciertos pacientes (nifios, diabéticos, cateterizados),
un recuento bajo puede ser de valor, sin embargo considerar una
nueva muestra.

Candiduria entre 10 000 y 50 000 UFC/mL: sugiere la existencia de
infeccion urinaria. La presencia de leucocitos y clinica del paciente
pueden ayudar a valorar la candiduria. Al encontrar en el cultivo
flora fungica mixta o asociada con bacterias, sospechar de
contaminacion.

Candiduria superior a 50 000 UFC/mL.: indica infeccién.
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% Agentes etiologicos diferentes al género Candida obliga a la

realizacién de recuentos de colonias y puede sembrarse inclusive

el sedimento urinario.

Cultivo de catéter y exudado pericatéter

% Los métodos mas empleados son las técnicas semicuantitativa de

Maki y cuantitativa de Brum - Buisson.

+ La técnica semicuantitativa de Maki, consiste en: Rodar cuatro

®
L4

veces con la ayuda de una pinza estéril 5 cm del segmento distal

del catéter sobre la superficie de las placas Petri conteniendo agar

sangre y ASD.

La técnica cuantitativa de Brum — Buisson, consiste en: Introducir el

extremo distal del catéter, en un medio de cultivo liquido. Agitar en

un vortex durante un minuto. Sembrar 50 pyL en placas de agar

sangre y ASD.

» Incubacion:

» Agarsangre:a35-37°C,72h

» Medio liquido: a 35 - 37 °C, 72 h

» SDA: a 30 °C, para detectar el crecimiento de Rhodoturula
spp., 15 dias

» Agar Sabouraud Dextrosa-palmitico 3%: a 35 - 37 °C, para
permitir el crecimiento de Malassezia spp., 15 dias.

» Si se sospecha la infeccibn por hongos filamentosos,

prolongar la incubacion 30 dias.
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3.8 Identificacion de las principales micosis superficiales
Caracteristicas de las colonias:

Al observar las colonias, es importante determinar el color de la
superficie y del reverso y observar si hay pigmentos difusibles en el medio
de cultivo; si la textura de la superficie es pulverulenta, granular,
algodonosa, aterciopelada, con aspecto de lana, vellosa o glabra (micelio
aéreo ausente o muy escaso). También debe considerarse la topografia,
esto es, si la colonia es plana o levantada, tipo de pliegues y forma del
borde o margen. La velocidad de crecimiento y el desarrollo a 37°C

pueden ser utiles en algunas especies.
Esporulacion:

Los dermatofitos son mohos hialinos y septados. En su fase
anamorfa (asexuada), se reproducen por medio de macroconidias,
microconidias, artroconidias y clamidoconidias de origen talico, es decir,
por transformacién de: 1) un segmento terminal de la hifa en macro o y
microconidias, 2) un segmento terminal o intercalar en estructuras
redondeadas llamadas clamidoconidias o clamidosporos. 3) de un
segmento de la hifa en artroconidias, estructuras cilindricas de pared
gruesa, las cuales se separan unas de otras por un proceso de

esquizolisis.

La forma, numero de septos, tamano, caracteristicas de la pared de
las macro y microconidias, asi como su organizacion sobre la hifa fértil o
conidiéforo, son la base principal de la diferenciacién de las distintas
especies de dermatofitos. Las caracteristicas de las hifas vegetativas y

fértiles, contribuyen al reconocimiento.
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Identificacion macroscopica, microscopica y fisiologica.
Epidermophyton floccosum.
Colonia:

Aspecto: las colonias son sedosas, aterciopeladas, pulverulentas y
en algunos casos, membranosas; son planas o levantadas y presentan
pliegues radiales. Pueden presentarse zonas pleomorficas con
acumulos de hifas blancas algodonosas, especialmente en las
colonias viejas; el pleomorfismo puede controlarse manteniendo las
colonias en Sabouraud con NaCl del 3 al 5%. Las colonias son dificiles

de mantener en el laboratorio, pues no resisten la refrigeracion.

Color: puede ser caqui, amarilla verdosa o café amarilla en la

superficie. El reverso es amarillo-café a amarillo grisaceo.

Esporulacion: macroconidias abundantes de pared lisa con 0 a 4
células, de 20 a 40 mm x 6 a 8 mm, en forma de bate o clava, con la
parte mas angosta unida a la hifa, solitarias o en grupos. Muy
temprano, se producen abundantes clamidoconidias intercalares y
terminales y las macroconidias se transforman facilmente en
clamidoconidias por lo que la observacién al microscopio debe ser
temprano en el desarrollo de la colonia. No se producen microconidias.

Pruebas fisiologicas: No tiene requerimientos nutricionales especiales y

ni invade ni perfora el cabello.
Microsporum canis.
Colonia:

Aspecto: de vellosa a algodonosa, formando canales o depresiones

un poco mas densas que el micelio aéreo restante. Plana y de bordes
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radiales. Se vuelve pleomérfica con el tiempo y presenta acumulos de
hifas blancas algodonosas y con pocas conidias.

Color: el micelio aéreo es blanco o amarillo palido. El reverso de la
colonia es amarillo naranja o café naranja y ocasionalmente, amarillo

palido.

Esporulacion: macroconidias fusiformes con 0-15 septos, de pared
gruesa y espinosa y con una protuberancia redondeada y curva en el
extremo; miden de 18 a 125 mm x 5 a 25 mm. Las microconidias son
lisas, en forma de clava a piriforme y casi siempre, escasas; no son
diferentes a las microconidias de otras especies del género

Microsporum.

Pruebas fisiologicas: M. canis crece bien en arroz, produciendo
pigmento amarillo y micelio blanco. Perfora el pelo, no tiene
requerimientos nutricionales especiales y no cambia el pH en el medio
de agar leche glucosado con azul de bromocresol purpura. La
esporulacién puede inducirse en arroz, lactrimel, agar papa, agar papa
con tiamina al 0.01% y agar papa con fragmentos de cabellos de bebe.

Microsporum gypseum (complejo M. gypseum, M. fulvun)
Colonia:

Aspecto: empieza con apariencia de gamuza suave y vellosa, luego
se torna pulverulenta a granular, plana. Se vuelve pleomérfica con el

tiempo y presenta acumulos de hifas blancas algodonosas.

Color: la superficie es crema palido, rosado palido o canela brillante

y los bordes pueden ser blancos y algoddénosos con aspeto rasgado.
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Algunas colonias presentan un tinte violeta. El reverso es amarillo

pélido a crema o café rojizo.

Esporulacion: produce abundantes macroconidias que miden entre 25 a
60 mm x 7.5 a 15 mm, con 0-6 septos, elipsoidales a fusiformes,
simétricas, de pared delgada y con espinas, pero mas finas que las de
M. canis. Las microconidias son de pared lisa, en forma de clava o

piriformes.

Pruebas fisiologicas: Perfora el cabello, no tiene requerimientos
nutricionales especiales y no cambia el pH en el medio de agar leche

glucosado con azul de bromocresol purpura.

Trichophyton rubrum.
Colonia:

» Aspecto: Muy variable. La superficie de la colonia es algodonosa,
vellosa o aterciopelada, glabra y rara vez pulverulenta. La colonias
glabras deben diferenciarse de T. violaceum. El aspecto puede ser
desde peludo a gamuza, o lisa como en la glabras. La colonia
puede ser plana, levantada en su totalidad o solo en el centro y

algunas colonias pueden ser plegadas.

o Color: La superficie es usualmente blanca o grisacea. El reverso
de la colonia es rojo vino, amarillo, naranja o con un pigmento
melanoide difuso. Cuando la superficie es poco algodonosa, el
color del reverso se aprecia bien en la superficie, con diferentes

tonalidades.
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Esporulacion: Variable, algunos aislamientos presentan escasas
microconidias unicelulares y rara vez, macroconidias multiseptadas. Otros
presentan abundantes microconidias, con o sin macroconidias. En el
primer caso, se observan microconidias piriformes o en forma de lagrima,
a los lados de la hifa que puede no estar ramificada; miden de 2 a 3 mm x
3 a 5 mm; las macroconidias son escasas o0 pueden estar ausentes; son
largas y delgadas, en forma de lapiz de 4 a 6 mm x 15 a 30 mm. En los
aislamientos que producen abundantes conidias, las microconidias
pueden ser mas grandes y en forma de clava y son producidas
directamente a lo largo de la hifa o al final de las macroconidias,
caracteristica que lo diferencia de T. tonsurans y de T. mentagrophytes.
Las microconidias también pueden ser producidas en grupos sobre las
hifas. Las macroconidias y las hifas pueden fragmentarse para producir
artroconidias. Clamidoconidias, hifas pectinadas, e hifas semejantes a las

hifas peridiales pueden ser producidas en algunos aislamientos.
* Pruebas fisioldgicas.

o Urea: negativa

o Perforacién del pelo: negativa

o Factores que requiere para el crecimiento: ninguno

o Agar leche glucosado con purpura de bromocresol (BCP): no
cambia el pH, y el crecimiento es restringido

o Agar papa con glucosa o agar con harina de maiz (Corn meal) con
glucosa al 1%: favorece la produccion de pigmento rojo al reverso

de la colonia.
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Trichophyton mentagrophytes.
Var. mentagrophytes
Colonia:

Aspecto: Las colonias son pulverulentas a granulares, planas, de
bordes radiados.

Color: De crema a canela en la superficie. En el revés de la
colonia, se aprecia un pigmento variable que va desde canela, hasta
amarillo, rojo o café rojizo. Algunas veces se produce un pigmento

difusible amarillo melanoide.

Var. interdigitale

Aspecto: Las colonias son algodonosas densas, vellosas a
aterciopeladas, planas a levantadas y de bordes netos.

Color: La superficie presenta un centro crema con margenes
blancos. Muchos aislamientos son completamente blancos vy
algodonosos. Las colonias viejas adquieren un tinte rosado claro. El

reverso de la colonia es café, amarilla a roja oscuro.
Esporulacion:

Las formas zoofilicas o variedad mentagrophytes, son ricas en numero
y variedad de estructuras, mientras que la antropofilica o var.
interdigitale tiene menos formas reproductoras y los aislamientos
pleomorficos son esencialmente estériles.
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En la variedad mentagrophytes, las microconidias son globosas a
piriformes, estdn en acumulos o a lo largo de las hifas y en la var.
interdigitale piriformes, a lo largo de la hifa, dificiles de diferenciar de
las de T. rubrum . Las macroconidias son multiseptadas en forma de
clava, a veces irregulares, de pared delgada y lisa, se encuentran
asociadas a microconidias y a otras estructuras. Se producen hifas en
espiral que son mas delgadas que las hifas vegetatias y por lo general
estan presentes; aunque ellas no son exclusivas de T.
mentagrophytes, son siempre escasas en los cultivos de los demas
dermatofitos que las producen. Pueden observarse también hifas
pectinadas e hifas con aspecto de cuernos, cuerpos nodulares,
clamidoconidias, artroconidias y estructuras semejantes a las hifas

peridiales.
Pruebas fisiologicas:

o Urea: positiva
o Perforacién del cabello: positiva

o Factores que requiere para el crecimiento: ninguno

o Agar de Bromo Cresol Purpura (BCP) con leche y glucosa: cambia
el pH, y el crecimiento es profuso

o Agar papa con glucosa o agar harina de maiz (Cornmeal) con
glucosa al 1%: no favorece la produccion de pigmento rojo al
reverso de la colonia aun en los aislamientos que secretan
pigmento rojo en agar Sabouraud.

o Crece bien a 37°C.
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Trichophyton tonsurans.
Colonia:

Aspecto: variable, desde sedosa, aterciopelada a pulverulenta.

Plana, cerebriforme, plegada o crateriforme.

Color: Muy variable, desde blanca, crema, grisdcea a café canela,
algunas veces con tintes rosa y otras amarilla clara u oscura en la
superficie, con tinte mas o menos rojizo en el reverso de la colonia. En

algunos casos las colonias pueden ser claras y poco pigmentadas.

Esporulacion: Usualmente las microconidias son abundantes, de
tamano variable, en forma de lagrima, clava, balén, alargadas y a
veces, filiformes, dispuestas a los lados de hifas terminales o
ramificadas y gruesas. Las microconidias, individualmente, tienen
tendencia a crecer y producir formas en clava o balon. Estas, pueden
encontrarse agrupadas como en T. mentagrophytes. Las
macroconidias de pared gruesa o delgada, multiseptadas, son
sinuosas, mas irregulares que las de T. mentagrophytes y no hay
formas tan largas como las observadas en T. rubrum. Es frecuente la

formacion de artroconidias, clamidoconidias y cuerpos nodulares.
Pruebas fisiologicas:

» Urea: positiva

» Perforacion del pelo: usualmente negativa (raras veces positiva)

» Factores que requiere para el crecimiento: la tiamina estimula
su crecimiento

» Agar leche glucosado con purpura de bromocresol (BCP):
muchos aislamientos alcalinizan el medio.

» Agar papa con glucosa o agar con harina de maiz (cornmeal)

con glucosa al 1%: no favorece la produccién de pigmento rojo
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al reverso de la colonia, aun en los aislamientos con pigmento

rojo.
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3.9 Identificacion de las principales levaduras

El laboratorio de micologia identifica levaduras que tienen
significancia clinica. Para lo cual se dispone de multiples sistemas
bioquimicos y fisiologicos rapidos; y también pruebas sencillas que son
utiles para identificar el género y la especie de la(s) levadura(s) aislada(s)
de la muestra analizada tales como: observar la micromorfologia,
produccion de pigmento, asimilacion de carbohidratos, produccion de
ureasa, susceptibilidad a la cicloheximida, desarrollo de pelicula,
desarrollo a 37 y 42 °C.

Pruebas rapidas: con el empleo de estas pruebas se pueden identificar
género y especie de algunas levaduras de forma rapida en un tiempo no
mayor de 48 horas de manera confiable.

a. Produccion de tubo germinal o filamentizacion en suero: consiste
en colocar una pequefa porcidon de una colonia obtenida de un cultivo de
24 horas en 0,5 ml de suero e incubar a 37°C por 2 horas. Esta prueba es
positiva para C. albicans, quien produce un tubo fino y continuo, sin

constriccién en el lugar de origen.

b. Produccion de clamidoconidias: para obtener esta estructura de
resistencia caracteristica de C. albicans, es necesario utilizar el medio de
bilis agar y/o corn meal agar (CMA), colocando en el mismo una pequefa
porcién de la colonia de levadura, incubando a 28°C por 24-48 horas.

c. Resistencia a la actidiona o cicloheximida (Mycosel): la mayoria de
las especies de Candida no-albicans son sensibles a la actidiona por lo
que no crecen en éste medio; son pocas las que son resistentes a dicho

antibidtico y la especie mas importante resistente al mismo es C. albicans.
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d. Produccion de color en medio cromogénico: empleando el medio de
CHROMAgar Candida, se obtiene un color caracteristico segun la
especie, al término de la incubacién por 24 a 48 horas a 28 o 37°C. El
fundamento se basa en la deteccion de actividades enzimaticas por parte
de las levaduras mediante la hidrélisis especifica de un substrato
cromogeénico en presencia de un indicador. Tanto en el medio producido
por Oxoid® como en el de Becton Dickinson® se pueden identificar 3
especies con una alta confiabilidad por el color de la colonia. C. tropicalis
produce colonias lisas, cremosas de color azul intenso o colonias verde
azuladas oscuras y ambas con tono metélico; C. krusei produce colonias
de color rosa palido, de aspecto velloso o ligeramente aterciopelado,
opaco 0 seco y de superficie plana; C. albicans produce colonias de color
verde esmeralda, brillantes, lisas y cremosas. Es importante recordar que
C. dubliniensis se comporta fenotipica y bioquimicamente igual a C.
albicans y por lo tanto también produce colonias verdes, haciendo
indistinguible una especie de la otra, aunque algunos autores sefalan que
C. dubliniensis produce colonias de color verde oscuro y no crece a 42°C.
La dnica diferencia entre ellas se realiza por biologia molecular, técnica
no siempre disponible en nuestros laboratorios.

Las colonias con otros colores obtenidos en el medio cromogénico,
requieren pruebas complementarias adicionales para identificar la especie
de Candida correspondiente.

Se recomienda la utilizacion de éste medio para obtener
aislamiento primario a partir de muestras clinicas proveniente de
pacientes criticamente enfermos con sospecha clinica de candidiasis, y
asi ofrecer una orientacion preliminar en la confirmacion de la impresion
diagnéstica. Esto permite instaurar una terapia antifUngica adecuada y
eficaz en el menor tiempo posible. Ademas otra ventaja importante que
nos ofrece el uso del medio cromogénico es la detecciéon de 2 o mas
especies de Candida que pueden estar presentes en la muestra y que no

es posible detectar en los medios de cultivos habituales.
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e. Prueba de crecimiento en cloruro de sodio (NaCl) al 6,5%: permite
diferenciar fenotipicamente C. albicans de C. dubliniensis. Consiste en
preparar una suspension de la levadura sospechosa a 0,5 McFarland y
agregar 25 pl de esta suspension a un tubo de ensayo con 1 ml de NaCl
al 6,5% y una gota de extracto de levadura al 10%; posteriormente se
incuba a 37 °C por un maximo de 72 horas. Si al término de este tiempo
se obtiene turbidez y crecimiento en el tubo la identificacion
corresponderd a C. albicans. El resultado contrario, sin turbidez y sin
crecimiento, correspondera presuntivamente a C. dubliniensis. Es
importante guardar este aislamiento para su confirmacién posterior por

técnicas de biologia molecular.

f. Prueba de termotolerancia: ésta consiste en incubar las colonias de
levaduras a temperatura de 42 a 45 °C. La mayoria de las especies de

Candida no albicans, no crecen a temperaturas mayores de 37 °C.

g. Hidrolisis de urea: con esta prueba se pone en evidencia la actividad
de la enzima ureasa presente en algunas especies de levaduras. La
hidrélisis de urea se produce en el medio de agar Urea de Christensen,
después de inocular a la levadura en proceso de identificacién en el
medio por 48 horas a 28°C. Una prueba positiva se manifiesta por el viraje
de color del medio naranja a fucsia. Entre los géneros de levaduras que
son ureasa positivos estan Cryptococcus, Rhodotorula'y Trichosporon.

Pruebas convencionales: consisten en la implementacion de una serie
de procedimientos que requieren un mayor tiempo de incubacién para
llegar a la identificacion de género y especie de la levadura que no pudo

ser identificada con las pruebas rapidas.
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a. Caracteristicas morfoldgicas

Macroscopicas: en medios soélidos se observa el aspecto de las
colonias (mucosa o brillante, opaca o mate, butirosa o plegada, lisa,
rugosa, levantada o plana, aterciopelada), tamafno y color. En medios
liquidos, como el caldo Malta, se observan caracteristicas como la
formacion de velo, anillo 0 sedimento, segun el requerimiento de oxigeno

por parte de la levadura.

Microscopicas: en medio liquido observaremos forma, tamafo y
reproduccién de las levaduras, empleando para ello el caldo Malta. Se
inocula una porcién de la colonia y se incuba por 3 dias a 28°C. En medio
sOlido se observara la disposicién de las blastoconidias y formacién de
pseudomicelio, caracteristicos para cada especie de Candida. Para ello
se usara el método de Dalmau, que consiste en sembrar por estrias una
porcién de la colonia en el medio de CMA y se le coloca encima una
laminilla cubre objeto; posteriormente se incuba a 28°C por 24 a 48 horas
y luego se observa en el microscopio la morfologia caracteristica para

cada especie.

b. Reproduccion sexual: esta propiedad es inducida empleando el
medio de agar Gorodkowa, el cual favorece la formacién de ascas en
aquellas levaduras que poseen reproduccion sexual. Consiste en sembrar
una porcion de la colonia en dicho medio e incubar a 28°C por 21 dias;
durante la incubacion se realizan las coloraciones de Kufferath o Wirtz a
los 7, 14 y 21 dias, con el fin de observar la morfologia tipica (en forma de
sombrero, circulares, con muescas ecuatoriales, etc.) y numero de
ascosporas por ascas. La formacion de ascas es caracteristica de
algunos géneros de levaduras como Saccharomyces, Pichia vy

Zigosaccharomyces, que tienen fase sexual descrita.
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c.Pruebas bioquimicas y fisiologicas

Fermentacion de azucares (zimograma): se fundamenta en la
propiedad que tienen las levaduras de utilizar los azlcares en
anaerobiosis, lo cual se evidencia por la produccién de gas. Los azlcares
mas utilizados son: glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa, trehalosa y
lactosa en concentracion al 2% y rafinosa al 4 %. Los azucares se
preparan en medio basal (peptona, extracto de levadura y agua). La
formacion de gas (CO2) se detecta incorporando al medio liquido un tubo
de Durham invertido. La observacién se hace diariamente, debido a que el
gas se puede reabsorber.

Técnica

> Preparar una suspension de la levadura en estudio bien turbia
(patrén N° 4 Mc Farland).

» Anadir 3 gotas de la suspensién a los tubos que contienen los
azucares antes mencionados con el tubo de Durham invertido,
agitar suavemente e incubar a 28°C por 21 dias, observando
diariamente.

> Interpretar e identificar segun tabla de identificacién de levaduras

NOTA: todo azucar fermentado es asimilado, pero no todo azucar

asimilado es fermentado.

Asimilacion de azucares o carbohidratos (auxanograma): se
fundamenta en la propiedad que tienen las levaduras de utilizar azucares
como fuente de carbono en condiciones de aerobiosis. EI medio basal

sélido para el auxonograma esta exento de azucares y alcoholes.
Técnica

» Fundir el medio H-S (Yeast Nitrogen Base, agar noble y agua).

Este medio esta preparado en tubos con tapa de baquelita, a razén
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de 20 ml. Después de fundido se debe mantener a una
temperatura aproximada de 40 °C.

» Preparar 1 ml de una suspensién de la levadura en estudio bien
turbia (patron N° 4 Mc Farland) en solucién salina estéril 0,85% por
cada tubo a utilizar.

» Anadir la suspension al medio H-S previamente fundido, mezclar
suavemente por inversion, verter en placas de petri de 90 mm de
diametro y dejar solidificar a temperatura ambiente.

» Colocar sobre las placas discos de papel de filtro impregnados con
los siguientes carbohidratos: glucosa, maltosa, sacarosa, inositol,
lactosa, celobiosa, rafinosa, melibiosa, eritritol, ramnosa, galactosa,
dulcitol, xilosa y trehalosa.

> Incubar a 28 °C por 24 a 72 horas.

> Lectura e interpretacion: se considera la prueba de asimilacion
positiva si hay crecimiento de la levadura alrededor del disco y es

negativa si no hay crecimiento.

Asimilacion de nitratos (KNO3): consiste en la utilizacion de
nitratos por las levaduras como Unica fuente de nitrégeno. Se utiliza un
medio basal con glucosa y deben usarse como controles positivos urea o
KNO3.

Técnica
» Fundir 20 ml del medio basal de carbono, el cual esta dispensado
en tubo, y mantenerlo a una temperatura aproximada de 40 °C.
> Preparar 1 ml de una suspension de la levadura en estudio bien
turbia (patrén N° 4 Mc Farland) en solucion salina estéril 0,85%.
> Anadir la suspensién al medio de carbono fundido, mezclar
suavemente por inversién y verter en placas de petri de 90 mm de

diametro; dejar solidificar a temperatura ambiente.
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» Colocar sobre la placa dos discos de papel de filtro: uno
impregnado con solucion de peptona como control y otro con
solucién de nitrato (KNOS3).

> Incubar a 28 °C por 24 a 48 horas.

» Lectura e interpretacion: crecimiento de la levadura alrededor del
disco con KNO3 y del disco control se considera una prueba

positiva para la asimilacién de nitratos.

d. Principales especies del Género Candiday Cryptococcus

Se han descrito mas de 160 especies de levaduras pertenecientes

al género Candida aproximadamente, y cerca de 10 especies son las que
se aislan con mayor frecuencia como agentes causales de candidiasis
invasora.
Candida es una levadura que, dependiendo de la especie, presentara una
morfologia caracteristica que ayudara en la identificacion. Dentro de esa
diversa morfologia podemos observar formas redondas o globosas,
ovaladas, cilindricas, pequefas o grandes; su gemacién puede ser uni, bi
o multipolar y ademas puede formar o no pseudomicelio.

Bioquimicamente asimilan y fermentan carbohidratos y no
hidrolizan la urea. Los géneros de levaduras que hidrolizan urea son
Cryptococcus, Rhodotorula'y Trichosporon.

A continuacién se describen las caracteristicas morfolégicas macro
y microscopicamente mas resaltantes de las levaduras de importancia

médica que se aislan con mayor frecuencia.
Candida albicans
Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,

cremosas, de color blanco o ligeramente crema, lisas, convexas, de

aspecto mate u opaco. En agar cromogénico se observan colonias de
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color verde claro o verde esmeralda, ligeramente brillantes, lisas y

convexas. Crecen en Mycosel y a 42°C.

Morfologia microscopica (CMA): produce pseudohifas ramificadas con
blastoconidios de tamarno regular redondos y gemantes, de paredes lisas,
dispuestos en acumulo o racimos en los puntos de constriccion de la
pseudohifa; pueden o no estar presente las clamidoconidias
caracteristicas de ésta especie. Las clamidoconidias son estructuras
redondas, de pared gruesa y lisa, con inclusiones citoplasmaticas; por lo
general se ubican en posicidon terminal en la pseudohifa, aunque también
pueden presentarse intercaladas. En el medio de Bilis agar podemos
observar las clamicoconidias con las mismas caracteristicas descritas.
Candida albicans produce tubo germinal, liso y continuo después de 2
horas de incubacion en suero a 37 °C; esta es otra caracteristica

micromorfolégica que ayuda en la identificacion.

Candida glabrata

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color blanco o beige, lisas, convexas, de aspecto
ligeramente brillante. En agar cromogénico se observan colonias de color
amarillo ocre, moradas o marréon claro, ligeramente brillantes, lisas y

convexas. No crece en Mycosel y crece a 42 °C.
Morfologia microscopica (CMA): no produce pseudohifas o

pseudomicelio. Se observan blastoconidios pequefios, ovalados con

gemacién uni o bipolar; son de paredes lisas y finas.
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Candida parapsilosis

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color blanco o ligeramente crema, lisas, convexas, de
aspecto mate u opaco. En agar cromogénico se observan colonias de
color crema o marron claro, liso y convexo. No crece en Mycosel y no

crece a 42°C.

Morfologia microscopica (CMA): produce pseudohifas ramificadas con
blastoconidios pequefios ovalados o alargados, de paredes lisas,
dispuestos en pequenos racimos a lo largo de la pseudohifa. Los
blastoconidios pueden presentar gemaciones y la pseudohifa, en la

mayoria de los casos, presenta un aspecto curvo por uno de sus lados.

Candida tropicalis

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color blanco, lisas, convexas, de aspecto mate u opaco. En
agar cromogénico se observan colonias de color azul purpura intenso u
oscuro con brillo metélico, son lisas y convexas. No crece en Mycosel,

aunque hay cepas que presentan un crecimiento débil y crece a 42°C.

Morfologia microscopica (CMA): produce pseudohifas ramificadas con
blastoconidios de tamano regular redondos u ovalados Unicos o0 en
pequefios grupos con poca gemacion, de paredes lisas, distribuidos
espaciosamente a lo largo de la pseudohifa. Raramente produce
clamidoconidios y de presentarse son muy escasos. También pueden
producir el tubo germinal después de la incubacion en suero por 2 horas a
37°C, pero la diferencia esta en que el tubo que germina de la célula

madre presenta una constriccion en el punto de salida, y el diametro es
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mayor o grueso, el tubo no es continuo, ni fino como el que produce C.
albicans.

Candida krusei

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color beige, vellosas, planas, opacas, de aspecto seco y
con el borde micelial en cultivos con mas de 5 dias de incubacién. En
agar cromogeénico se observan colonias de color rosa palido a rosadas,
secas, planas y vellosas o aterciopeladas. No crece en Mycosel y si crece
a42 °C.

Morfologia microscopica (CMA): produce pseudohifas largas,
ramificadas ligeramente gruesas o robustas con blastoconidios alargados
o cilindricos de tamano medio y paredes lisas, agrupados a intervalos

regulares, dispuestos como troncos cruzados.

Candida lusitaniae

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color crema, lisas, convexas y brillantes. No crece en
Mycosel y si crece a 42°C.

Morfologia microscéopica (CMA): produce pseudohifas ramificadas

cortas y curvas en forma de S, con cadenas cortas de blastoconidios
globosos y alargados, de tamafo regular y paredes lisas.
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Candida guilliermondii

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color crema a rosa palido, lisas, planas y brillantes. No

crece en Mycosel y no crece a 42°C.

Morfologia microscopica (CMA): produce pseudohifas finas y cortas,
blastoconidios muy pequefios ovalados con poca gemaciéon, agrupados

en racimos en los puntos de constriccion de la pseudohifa.

Rhodotorula rubra

Morfologia macroscopica (SDA): se caracterizan por presentar
pigmentos carotenoides que confiere a la colonia un color naranja o rojo

anaranjado, de aspecto cremoso o rugoso, brillante y de superficie lisa.

Morfologia microscépica (CMA): levaduras redondas, ovoides de 2 — 6,5
micras de didmetro, en ocasiones forman pseudomicelio rudimentario, se
encuentran dotadas de una fina cépsula visible al examen directo con

tinta china.

Trichosporon spp

Morfologia macroscépica (SDA): son de rapido desarrollo, liso, plegado,
aterciopelado, ceroso, de color blanco — amarillento — crema. La textura
plegada es mas prominente en el tiempo.

Morfologia microscopica (CMA): se visualiza artroconidias y

blastoconidias. Las blastoconidias son unicelulares y de forma variable y

nacen en brotes en los angulos de las artroconidias. La principal
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caracteristica es la de presentar artroconidias usualmente en forma

cubica o de barril.

Geotrichum spp.

Morfologia macroscoépica (SDA): son de crecimiento rapido, en el
periodo de una semana presentan un color blanco — grisaceo que
posteriormente cambia a un tinte amarillento con aspecto ceroso,
polvoriento a rugoso. La temperatura éptima de crecimiento es 25 °C, la
mayoria de las cepas no desarrollan o lo hacen débilmente a 37 °C.

Morfologia microscépica (CMA): se observa artroconidias unicelulares,
en cadena, hialinas que resultan de la fragmentacion de hifas no
diferenciadas por fision a través de un doble septo, estas estructuras
tienen forma rectangular y redondeada en los extremos, semejante a un
barril. Carecen

de blastoconidias, conidi6foros y pseudohifas.

Cryptococcus neoformans

Morfologia macroscopica (SDA): colonias de crecimiento rapido,
cremosas, mucosas y brillantes, lisas, convexas, de color crema a marrén
a medida que aumentan los dias de incubacion. En agar cromogénico
producen un color café o marron brillante. No crece en Mycosel y no crece
a 42°C. Son ureasa positiva.

(a)(b)

Morfologia microscopica (CMA): se observan blastoconidios redondos,
globosos y ovalados, grandes, de pared gruesa y lisa; pueden presentar
gemacién polar o multipolar y no producen pseudohifas. En el interior del

blastoconidio pueden observarse a veces inclusiones citoplasmaticas. La
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presencia de capsula es caracteristica de las levaduras pertenecientes a

este género y se evidencia en preparaciones con tinta china.

Malassezia spp

Las levaduras de Malassezia furfur por ser lipofilicas, se desarrollan
en medios de cultivo que contengan en su composicion aceites naturales
u otras sustancias grasas, siendo el método mas comun el cultivo en ASD
que contiene cicloheximide o actidione y aceite de oliva, sin embargo
existen medios de cultivo alternativos como el agar de Dix6n que en su
formulacién incluye al glicerol mono — oleato que estimula el crecimiento
in vitro de la levadura. La identificacibn se basa en comparar

caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas.

Morfologia macroscopica (SDA): Se caracterizan por ser redondas de

consistencia cremosa y de color blanco amarillento.

Morfologia microscoépica: Se observa células globosas, elipsoidales a

cilindricas que se reproducen por gemacion.

e. Métodos automatizados para la identificacion de levaduras

En las ultimas décadas se han desarrollo métodos comerciales,
manuales y automatizados, basados en la asimilaciéon de nutrientes. Entre
los comerciales de ejecucion manual se encuentran APl 20C®, API
Candida®, Auxacolor®, Candifast®, Fungichrom®, Fungifast® y RaplD
Yeast Plus (Remel)®; entre los comerciales automatizados estan Biolo YT
Microplate®, ID32C®, Microscan RYID (Rapid Yeast identificacion)®,
Vitek YBC (Yeast Biochemical Card)®, Vitek 2 YST®, Vitek 2 ID-YST® y
MIS Microbial ID® (analisis de acidos grasos). Estos dultimos se

encuentran actualmente disponibles en el mercado al alcance de los
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laboratorios de microbiologia, con la ventaja de que son mas rapidos que
los métodos convencionales, faciles de utilizar y requieren el empleo de
softwares para la identificacion de las diferentes taxa. En Venezuela los
sistemas automatizados disponibles son: Microscan RYID®, Vitek YBC® y
Vitek 2 YST®. En el laboratorio de micologia del Hospital Domingo

Luciani contamos con un Microscan RYID®.

El sistema Microscan RYID® (Siemens) es un sistema

automatizado para la identificacion de levaduras aisladas en muestras
clinicas, que mide principalmente actividades enzimaticas, usando
sustratos cromogénicos e identificando las levaduras en un periodo de 4
horas. Las pruebas cromogénicas rapidas estan basadas en la deteccion
de enzimas preformadas en un microorganismo desconocido, de este
modo, el medio de cultivo en el que ha crecido el organismo influira en los
resultados de la prueba, debido a que promueve la expresién de
diferentes enzimas.
El MicroScan® (Siemens) consta de una placa de 96 pocillos de
microdilucion con 27 sustratos deshidratados: 13 de aminodcidos B-
naftilamidas, 3 de carbohidratos, 9 de sustratos nitrofenilos, 1 de 3-indoxil
fosfato y urea. Ademas, el panel incluye dos pocillos control para ayudar a
interpretar las reacciones: control B-naftilamida (BNAC) y control
nitrofenilo (NPC). La lectura de estas reacciones se hace por comparacion
con un control de crecimiento y la identificacion se obtiene, a partir de un
cédigo numérico, mediante un catdlogo analitico o un programa
informatico.

Los resultados de las reacciones bioquimicas son empleados para
crear perfiles numéricos de nueve digitos, que son comparados con una
base de datos numeérica de identificacion de organismos que provee el
sistema, o se realiza la interpretacién automatica mediante el AutoScan-4
o Walkaway. Las identificaciones se consideran correctas cuando el

porcentaje de identificacidn obtenido es superior o igual a 85 %.
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El Vitek Yeast Biochemical Card® (YBC) (bioMerieux) es un
sistema automatizado Uutil para la identificacion rapida de levaduras
clinicamente importantes. Consiste en una tarjeta de plastico con 30
pocillos, 26 de los cuales son pruebas bioquimicas convencionales y 4
controles negativos. Se usa en conjunto con un sistema automatizado,
que incluye un ordenador programado, incubador lector, médulo envase,
moédulo sellador y la impresora. La tarjeta de plastico, después de su
inoculacién con la levadura en estudio, se incuba a 30°C durante 24 o 48
h y es leida de forma automatica. Las identificaciones consisten en la
conversion de los resultados de las pruebas bioquimicas en un numero de
nueve digitos, que posteriormente se compara con los codigos de la base
de datos del ordenador. Las respuestas se expresan en una 0 mas
posibilidades, siendo considerada una identificacibn correcta de la

levadura cuando el porcentaje de identificacion es igual o superior al 85%.

El Sistema Vitek 2 YST® (bioMerieux) es un sistema
automatizado para la identificacion de levaduras. Consiste en una tarjeta
de plastico con 64 pocillos, de los cuales 4 son para deteccion de
aminopeptidasas, 25 para asimilacion de carbohidratos, 1 para hidrolisis
de esculina, 3 para glucosidasas, 3 para asimilacion de KNOS3 vy
compuestos nitrogenados, 9 para asimilacién de acidos organicos y 1
para hidrélisis de urea. Después de la inoculacion de la tarjeta con la
levadura en estudio, se incuba a 35°C durante 18 h y es leida de forma
automatica. El software compara el conjunto de reacciones de las pruebas
con las reacciones suministradas en la base de datos para cada
organismo. Se calcula un valor de concordancia (porcentaje de
probabilidad) que representa el nivel de comparacion entre las pruebas
bioquimicas observadas y el patron habitual de cada organismo; si existe

una concordancia excelente el valor de la probabilidad es del 99%. Se
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considera que la identificacion de la levadura es correcta cuando el
porcentaje de identificacion es igual o superior al 85%.

f. Identificacion mediante aspectos inmunolégicos

Estas metodologias permiten la rapida identificaciéon de
aislamientos de C. albicans y C. krusei, mediante aglutinacion de
particulas de latex, usando anticuerpos monoclonales especificos para
ambas especies. Entre los kits disponibles tenemos a: Bichro — latex
albicans ®, krusei — color ®.

También tenemos la determinacién de anticuerpos en el suero del
paciente de hongos productores de micosis profundas, mediante la
técnica de Inmunodifusion doble en agarosa para Histoplasma
capsulatum, Paracocciddiodes brasiliensis, Coccidiodes inmitis, y
Aspergillus spp.

g- Pruebas de susceptibilidad a los antifungicos

El estudio de la susceptibilidad in vitro esta basado en la
determinacion de la sensibilidad y/o resistencia de los microorganismos a
los antimicrobianos. Y tiene como fin el proporcionar un resultado in vitro
fiable de la actividad relativa de un antifungico para predecir la respuesta
clinica mas probable al tratamiento. En este laboratorio de hacen las
pruebas de sensibilidad frente a los antifungicos de uso frecuente como
son fluconazol y voriconazol, por el método de difusién de Disco en Agar.

1. Métodos de dilucion (M27-A2/CLSI y EUCAST) para la
determinacion de la CIM por microdilucion en caldo. Estos métodos
por su complejidad estan restringidos a los centros de referencia. En la

Tabla 2 se resumen las condiciones necesarias para la realizacion de
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estos métodos y en la Tabla 3 los puntos de corte establecidos para la
lectura de los antifungicos ensayados.

Si bien es cierto que estos son los métodos de referencia, tienen
varias desventajas, entre las que se encuentran: la técnica es muy
delicada, el medio de cultivo utilizado (RPMI 1640) es muy costoso y se
contamina facilmente, es necesario disponer del antifungico
quimicamente puro suministrado por el laboratorio que obtuvo la patente
del mismo, entre otras. Debido a estas razones, son métodos de dificil
implementacion en un laboratorio de microbiologia de rutina. Conociendo
estas debilidades, el CLSI posteriormente estandarizd la realizacion de
pruebas de susceptibilidad a los antifungicos por el método de difusion en
agar, publicadas en el documento M44-A.

2. Métodos de difusion en agar (M44-A-CLSI y/o Etest). Con el primero
se determina la sensibilidad o resistencia cualitativa con discos, a través
de la medicion del diametro de un halo de inhibicion medido en
milimetros. Con las tiras de Etest se determina CIM en ug/ml. Estos
métodos son los que se utilizan en los laboratorios asistenciales, debido a
que son sencillos, rapidos y faciles de interpretar; tienen una
concordancia con el método de referencia de 90% para el disco y 96%
para el Etest.

Actualmente, es necesario implementar las pruebas de
susceptibilidad a los antifungicos, sobre todo cuando el agente causal
involucrado es una levadura de importancia médica, aislada de pacientes
criticamente enfermos y con factores de riesgo para el desarrollo de una
candidiasis invasora y/o diseminada, con el fin de conocer su
comportamiento in vitro. Esto permitird posteriormente establecer pautas
terapéuticas que ayuden a minimizar la resistencia en los centros de
salud.

Es importante utilizar controles de calidad en las pruebas de

susceptibilidad a los antifungicos, independientemente del método. Las
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cepas de referencia recomendadas por el CLSI son C. parapsilosis ATCC
22019 y C. krusei ATCC6258. También se deben controlar ciertos
parametros para confiar en los resultados de la prueba, entre ellos:
inéculo a partir de un repique no mayor a 24 horas, temperatura de
incubacion 35°C, pH del medio de cultivo y solucion buffer segun el caso y
el adecuado mantenimiento de las drogas antifungicas, entre otras. A
continuacion se anexan las tablas con los valores de referencia para CMI
por microdilucién en caldo y por difusion.

Los métodos comerciales existentes, como ETEST y NEO-
SENSITABS, estan basados en el manual del CLSI y para su realizacion
deben seguirse estrictamente las instrucciones del fabricante, para poder
interpretar los resultados obtenidos.
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4.0 Identificacion de los principales hongos filamentosos

Aspergillus fumigatus

Morfologia macroscopica (SDA): las colonias desarrollan con rapidez
sobre sobre SDA o agar Czapek a 25 °C. La textura de las colonias es
aterciopelada, afelpada, vellosa o algo plegada, con margen blanquecino
o beige. El color inicialmente es blanco virando en aproximadamente siete
dias a un verde azulado por la produccion de conidias. El reverso de la

colonia es incoloro.

Morfologia microscopica: presentan conidioforo corto, liso de hasta 300
um de longitud y de 5 a 8 ym de diametro, vesicula de 20 a 30 um de
diametro con fidlides (6 a 8 um de largo), uniseriada, ocupando 2/3 de la
vesicula. Los conidios en cadenas forman una compacta columna sobre
la vesicula, son de color verde, finamente rugosos, globosos o

subglobosos y de 2 a 3 um de diametro.

Aspergillus flavus

Morfologia macroscoépica (SDA): Las colonias desarrollan rapidamente
sobre SDA o agar Czapek a 25 y 37 °C en cinco a siete dias. El color es
verde — amarillo. La textura de las colonias es pulverulenta con surcos
radiales, rugosas o granulosas, ocasionalmente algodonosas en el centro

o margen de la colonia. El reverso de la colonia es incoloro.

Morfologia microscopica: Los conidiéforos no ramificados de pared
gruesa, hialinos, rugosos, de = 1 mm de longitud y de 10 a 20 ym de
diametro. Las vesiculas son globosas o subglobosas de 10 a 65 um de
diametro produciendo fidlides uni o biseriadas alrededor de la vesicula.

Los conidios son de colores verde amarillentos, lisos o finamente rugosos,
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esféricos o0 subesféricos con un diametro de 3,5 a 4,5 um de diametro.
Los esclerotes pueden estar presentes.

Aspergillus niger

Morfologia macroscopica (SDA): Colonias de rapido desarrollo sobre
ASD o agar Czapek a 25 y 37°C. El color de las colonias al principio es
blanco a amarillo, luego es negro. La textura de las colonias es granular.

El reverso de la colonia es incoloro o crema.

Morfologia microscoépica: Los conidiéforos son de pared lisa, hialina o
pigmentada y miden de 1,5 a 3 mm de largo y de 15 a 20 ym de diametro.
La vesicula es globosa con 50 - 100 um de diametro y produce fialides
alrededor de ella. Las fialides son biseriadas, las ramas primarias miden
30 um de largo y pueden estar tabicadas, mientras que las secundarias
son cortas y miden 8 um de longitud, a partir de las cuales brotan los
conidios, los cuales son globosos y rugosos con 4 a 5 um de diametro, de

color castafio o marrén a negro.

Fusarium solani

Morfologia macroscopica (SDA): Las colonias tienen un rapido
desarrollo a 25 y 37 °C (siete dias). El color de las colonias es blanco,
crema, pardo claro o pardo rojizo mezcladas con zonas de color purpura;
raramente en cepas de aislamientos clinicos pueden presentar masas
mucosas verdes azuladas, formadas por macroconidias que nacen de
esporodoquios. La textura es algodonosa o lanosa. La colonia puede ser
inhibida por la cicloheximida.

Morfologia microscopica: Se caracteriza por presentar conidiéforos de

esporodoquios cortos, ramificados. Conidiéforos de hifas aéreas
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generalmente no ramificados, muy largos, reducidos a una simple fialide
mas 0 menos cilindrica, en cuyo apice se puede encontrar un conidio no
desprendido. Macroconidias en masas mucosas, hialinos, mayormente
con tres septos, ligeramente curvados, fusiformes, pero con extremos mas
0 menos redondeados 28 — 50 x 4 — 6 ym. Microconidias en masas
mucosas, hialinos, lisos, generalmente unicelulares, pueden ser
ligeramente curvados, elipsoidales o subcilindricos de 7 — 16 x 2,5 — 4,5
um. Presencia de clamidosporas terminales e intercalares, lisas o

verrugosas, parduscas y de hasta 10 ym de ancho.

Scedosporium apiospermum

Morfologia macroscoépica (SDA): Crecimiento moderadamente rapido a
25 °C, y también desarrollar a 40 °C (siete dias), de color blanco y textura
algodonosa, pero a medida que se incrementa la esporulacion el color
cambia a gris o gris pardusco. El reverso de las colonias es amarillo
palido a marrén oscuro o negro dependiendo de la edad del cultivo. Las
cepas aisladas de muestras clinicas raramente desarrollan la fase sexual.

Crece sobre medios de cultivo que contienen clorhexidina.

Morfologia microscépica: Células conidiogenas (anélides) casi
cilindricas, se desarrollan directamente sobre hifas indiferenciadas o a
partir de conidiéforos escasamente ramificados. Los conidios se acumulan
en masas mucosas sobre las anélides o solitarios y sésiles
desarrollandose de las hifas

del micelio, lisos, de color pardo amarillento, ovales o elipsoidales (5 — 12

x 4 — 6,5 ym) con la base truncada. Presenta anillos hialinos acentuados.
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Mucor spp.

Morfologia macroscopica (SDA): Las colonias desarrollan rapidamente
a 25 °C, cubriendo la superficie del medio de cultivo; crecen pobremente a
37 °C. El color de las colonias es blanquecino al inicio, con el tiempo
cambia a marrén. El reverso de la colonia es blanquecino. La textura es

algodonosa.

Morfologia microscopica: Presentan hifas aseptadas y gruesas. Se
caracteriza por presentar esporangioforos, esporangios. Carecen de
apofisis, estoldn y rizoides. Las columnelas son hialina, siendo visibles si
el esporangio se encuentra intacto. Los esporangios son esféricos o
redondos (50 — 300 um70 diametro) y de color gris a negro, estando

llenos de esporas.

Rhizopus oryzae

Morfologia macroscopica (SDA): Colonias de crecimiento rapido a 37 °C
a los cuatro dias llegan a ocupar totalmente la placa Petri. Inicialmente

son blancas pero luego cambian a gris parduscas. No desarrollan a 45 °C.

Morfologia microscoépica: El micelio carece de septos. Presentan
estolones

y rizoides. Los esporangioforos no son ramificados, tienen una longitud de
2 mm, generalmente estan en grupos, formando verticilios en cuya base
se situan los rizoides. Las apdfisis pueden estar presentes pero son poco
evidentes. Presentan esporangios esféricos cuyo ancho es de 50 a 300
um, los cuales son de color gris pardusco a negro. La columela es
subesférica abarcando entre 50 a 70% del esporangio. Las
esporangiosporas son angulares y con estrias longitudinales, grisaceas,

subes-féricas o elipsoidales con dimensiones de 6 a8 x 4 a 5 ym.
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Absidia corymbifera

Morfologia macroscopica (SDA): Colonias que desarrollan rapidamente
a los cuatro dias, incubando a 37 °C, abarcando la totalidad de la placa

Petri. Son colonias de textura algodonosa y de color blanco a pardo.
Morfologia microscopica: Se caracteriza por presentar hifas aseptadas.

Desarrollan rizoides y estolones. Los esporangioforos nacen a partir de
los estolones y entre los rizoides, Unicos o en grupo.
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4.1 Estandarizacion de procesos y flujogramas

4.1.1 Procesos y flujogramas del Laboratorio de Micologia del
Hospital Dr. Domingo Luciani

RECEPCION DE
SOLICITUD DE ESTUDIO
MICOLOGICO

RECEPCION DE SOLICITUD
DE ESTUDIO MICOLOGICO
Y CEPA AISLADA

DE ESTUDIO MICOLOGICO Y

RECEPCION DE SOLICITUD
MUESTRA

[ TOMA DE MUESTRA ]

l

PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

!

INTERPRETACION DE LOS

DUDOSO RESULTADOS SATISFACTORIO

l

[ REPORTE ]

I

ENTREGA'Y ARCHIVO
DE RESULTADOS
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4.2 Procedimientos
4.2.1 Recepcion de Solicitud de Estudio

1. Consulta Externa o Ambulatorio

RECEPCION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO

MICOLOGICO

SE DEVUELVE LA /

SOLICITUD DEL
ESTUDIO
MICOLOGICO

REVISION DE LA
SOLICITUD DEL
ESTUDIO
MICOLOGICO

S| (REQUISITOS)

l

REGISTRO, NUMERACION Y
CLASIFICACION

TOMA DE MUESTRA
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2. Paciente Hospitalizado

NO

SE DEVUELVE LA
SOLICITUD DE ESTUDIO
MICOLOGICO

A

RECEPCION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO

MICOI OGICO

REVISION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO
MICOLOGICO

REGISTRO, NUMERACI()N Y
CLASIFICACION

TOMA DE MUESTRA
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4.2.2 Recepcidn de solicitud de estudio micolégico y muestra

RECEPCION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO
MICOLOGICO Y
MUESTRA

SE DEVUELVE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO

MICOLOGICO

REVISION DE LA
MUESTRA'Y
SOLICITUD DE
ESTUDIO
MICOLOGICO

NO
\

v
SI (REQUISITOS)

TRASLADO AL AREA DE
REGISTRO,
NUMERACION Y

CLSIFICACION
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4.2.3 Recepcion de solicitud de estudio y cepa aislada

RECEPCION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO
MICOLOGICO Y LA
CEPA AISLADA

SE DEVUELVE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO

MICOLOGICO

REVISION DE LA
SOLICITUD DE
ESTUDIO
MICOLOGICO Y
CEPA

NO —

v

S| (REQUISITOS)

TRASLADO AL AREA DE
REGISTRO,
NUMERACION Y

CLASIFICACION
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4.2.4 Toma de muestra

SE LLAMA A LOS
PACIENTES POR
EL ORDEN DE LA
FILA

SE SELECCIONA EL
MATERIAL SEGUN LAS
PRUEBAS SOLICITADAS

|

ASEPCIA DE AREA A
TOMAR MUESTRA

!

TOMA DE MUESTRA

IDENTIFICACION DE LAS
MUESTRAS

TRASLADO DE LA
MUESTRA AL AREA DE
PROCESAMIENTO
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4.2.5 Numeracion, clasificacion y procesamiento

SOLICITUD
ESTUDIO
MICOLOGICO
Y MUESTRA

[ ENUMERAR SOLITUDES Y MUESTRAS ]

[ ANOTAR DATOS EN CUADERNO DE REGISTRO Y ]

ARCHIVAR SOLICITUDES

!

DISTRIBUIR LAS MUESTRAS SEGUN

PRUEBAS

IDENTIFICACION HEMOCULTIVO MUESTRAS SEROLOGIA
DE CEPAS SEMBRADO DIRECTO EN ' PARA HONGOS

FRASCO CON AGAR CEREBRO-  (SOLIDAS Y LIQUIDAS)

CORAZON (1/10) l
SEMBRADO EN CENTRIFUGAR CENTRIFUGAR
MEDIOS DE SELECTIVOS Y 10 MINUTOS v 10MINUTOS
DE IDENTIFICACION ! 3500 1pm. 4 ORINA 3500t p m.

REPICAR A Lf 48h l
EX DIRECTO
EX DIRECTO v
LEVADURA FILAMENTOSO S/CENTRIFUGA ALICU
CON ASA CALIBRADA SUERO

1 CRHOM AGAR  EX DIRECTO PARA 2 SABOURAUD 2 SABOURAUD 1| SABOURAUD P GUARDA

1 MICOSEL IDENTIFICACION CON 2 MICOSEL 2 MICOSEL 1 CRHOM NEVERA
1 BILIS OSGALL AZUL DE LACTOFENOL 1 MICOSEL HASTA
1 SABOURAUD PROCES
1 CMA v v \ J
1 MULLER HINTON SI NO

l LEVADURA LAMENTOSO

\/

v
\ MICROCULTIVO * xx
v

INTERPRETACION
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4.2.6 Interpretacion de los Resultados

Ver capitulo V, capitulo VI, capitulo VII, interpretacion de las
principales micosis.

122



4.2.7 Reporte

INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

[ SATISFACTORIOS ]

l

SE IMPRIMEN LOS
RESULTADOS

COPIAN EN CUADERNO DE
REGISTRO

RECEPTORIA
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4.2.8 Archivo y entrega de resultados

RECIBIR RESULTADOS
DE LA SECCION DE
MICOLOGIA

A 4

COMPAGINAR RESULTADOS
POR PACIENTE

A\ 4

ARCHIVAR LOS
RESULTADOS

ENTREGAR LOS

RESULTADOS
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1.

CONCLUSIONES

El personal encuestado en general no conoce el Manual de Normas.
Procedimientos u organizacién de la seccion de Micologia servicio de
Bioanalisis del Hospital Dr. Domingo Luciani ni ha recibido copia del
mismo. Algunas personas creen conocer la Mision y Vision del Servicio
sin embargo a la hora de enunciarlo resulté bajo el porcentaje que
pudo hacerlo correctamente. Esto pudiera ser la principal causa de las
dificultades del funcionamiento de este servicio, que por
desconocimiento de esta informacion, las personas que aqui laboran,
no participan en el logro de los objetivos que establece la Jefatura del
Servicio y mucho menos toman parte en la toma de decisiones de las
mismas. Por lo que consideramos que la informacion aqui recopilada

debe ser difundida y aplicada oportunamente.

El manual de organizacién y estandarizaciébn de la seccion de
micologia del Hospital del Este Dr. Domingo Luciani, es de vital
importancia ya que en el se encuentra registrada y transmitida sin
distorsion la informacién basica referente al funcionamiento de esta
unidad, facilitando las labores de auditoria, la evaluacion y su
vigilancia, la conciencia en los empleados y en sus jefes de que el

trabajo se esta realizando adecuadamente.

Al definir el manual descriptivo del recurso humano se pudo resaltar
que es importante establecer las atribuciones y funciones de las
unidades administrativas que integran la seccion de micologia,
sefialando asi los niveles jerarquico, grados de autoridad,
responsabilidades, canales de comunicacion y coordinacién, asi como

las acciones afines ejecutadas por cada persona, las cuales son
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esenciales para la ejecuciéon de procedimientos, que permiten con su

desarrollo, el logro de los objetivos establecidos en este laboratorio.

El establecer los recursos econémicos — financieros y materiales del
laboratorio de este laboratorio, nos permiti6 organizar
administrativamente el mismo, ya que al tener claro que equipos y
reactivos que tenemos disponibles, podemos planificar los futuros
consumibles de este laboratorio, y asi poder distribuir mejor la partida
presupuestaria que corresponde, aprovechando al maximo los
recursos, fundamentados en el rendimiento social.

Establecer la metodologia que se usa en el laboratorio de micologia
del Hospital del Este Dr. Domingo Luciani, para el procesamiento de
las diversas muestras biolégicas con sospecha de infeccidén fungica,
adaptadas a los Sistemas de calidad y programas de acreditacion,
mejora el diagnostico, disminuye la prevalencia de patologias fungicas
no tratadas y permite detectar tempranamente los nuevos agentes
oportunistas, colaborando asi al establecimiento de la real
epidemiologia de los hongos en nuestro pais.

El manual de organizaciébn y estandarizacion es un documento
necesario en la seccion de micologia del Hospital del Este Dr.
Domingo Luciani, porque permite alcanzar el fin ultimo de esta unidad,
que es proporcionar resultados confiables y oportunos de nuestros
andlisis de laboratorio, para contribuir a la prevencion, diagnostico y
terapéutica de las enfermedades producidas por hongos, y asi restituir

la salud de toda la poblacién que acude a este laboratorio.
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1.

RECOMENDACIONES

Es necesario dar a conocer a cada uno del personal que labora en
esta area, asi como al personal nuevo, lo contenido en este manual
organizativo y de estandarizacion asi como la misioén, visién y
valores del mismo, ya que el personal en general no conoce el
Manual de Organizacion de este laboratorio, ni ha recibido nunca
copia del mismo, para que los objetivos puedan llevarse a cabo
eficientemente y ademas sirva de modelo a seguir en otras
instituciones donde se hace micologia. Sugerimos colocar el
enunciado de la Mision y Vision de este servicio en una cartelera,
visible y accesible a todo el personal, asi como las funciones de
cada uno de los que laboran en este servicio ya que al estar al
tanto de estos conocimientos no exista dualidad de funciones y con
esto se mejoraria el desemperio diario de esta seccion y cada uno
de los trabajadores pudiera tener un pensamiento mas claro de la
forma de colaborar en el buen funcionamiento y mejoramiento

continuo de la Calidad de todo el servicio de Bioanalisis.

Se recomienda sensibilizar la personal de esta area por medio de
charlas y conferencias donde se explique sencillamente la
importancia de conocer el manual organizativo y de

estandarizacion.

Se recomienda continuar con el manual de bioseguridad, que
contempla parte del manual organizativo de este laboratorio para
asi lograr la certificacion, acreditacién y sobre todo el perfecto
funcionamiento de esta area tan importante en los ultimos afos

para la medicina como es el laboratorio de Micologia y asi evitar la
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morbilidad tan acentuada de las enfermedades producidas por
hongos, en nuestro pais.
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ANEXOS
ANEXO 1. ENCUESTAS
UNIVERSIDAD CATOLICA ANDRES BELLO
GERENCIA DE SERVICIOS DE SALUD
ENCUESTA

MISION Y VISION
(SECCION DE MICOLOGIA- HOSPITAL DR. “DOMINGO LUCIANT”)

LA PRESENTE ENCUESTA ES PARTE DE UN TRABAJO DEL POST-
GRADO DE GERENCIA DE LOS SERVICIOS ASISTENCIALES DE
SALUD. ES UNA ENCUESTA ANONIMA Y SOLO TENDRA USO
ACADEMICO. GRACIAS POR TU TIEMPO.

FECHA:
SEXO: F [ M [

1. HA RECIBIDO UNA COPIA DEL MANUAL DE NORMAS,
PROCEDIMIENTOS U ORGANIZACION DE LA SECCION DE
MICOLOGIA DEL SERVICIO DE BIOANALISIS:

SI [ NO [

2. SABE CUAL ES LA MISION DE LA SECCION DE MICOLOGIA DEL
SERVICIO DE BIOANALISIS?:

SI [0 NO [

PODRIA ENUNCIARLA:

3. SABE CUAL ES LA VISION DE LA SECCION DE MICOLOGIA DEL
SERVICIO DE BIOANALISIS?:

SI [0 NO [

PODRIA ENUNCIARLA:
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ANALISIS
Caracteristicas demograficas de los encuestados
A.1  Distribucion por Género del personal del servicio de Bioanalisis

encuestado.

TABLA A.l DISTRIBUCION POR GENERO DEL PERSONAL
ENCUESTADO DEL SERVICIO DE BIOANALISIS DEL HOSPITAL
Dr. DOMINGO LUCIANI. JULIO 2009.

GENERO NUMERO PORCENTAIJE

FEMENINO 51 85
MASCULINO 9 15
TOTAL 60 100

GRAFICO A.1 DISTRIBUCION POR SEXO DEL PERSONAL ENCUESTADO DEL SERVICIO DE
BIONALISIS HDL JULIO 2009

15%

85%

= FEMENINO ™ MASCULINO |

ANALISIS: Se observd un predominio del sexo femenino entre el personal
encuestado, que se corresponde con la distribucion por género del Servicio de
Bioanalisis del Hospital
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A.2  Conocimiento del personal del Servicio de Bioanalisis del Hospital Dr.
Domingo Luciani acerca del Manual de Normas, Procedimientos u Organizacion
de la seccion de Micologia.

TABLA A. 2

CONOCIMIENTO DEL MANUAL DE NORMAS,

PROCEDIMIENTOS U ORGANIZACION DE LA SECCION DE
MICOLOGIA DEL SERVICIO DE BIOANALISIS DEL HOSPITAL DR.
DOMINGO LUCIANI. JULIO 2009

RESULTADO | PORCENTAJE
SI 6 10%
NO 54 90%
TOTAL 60 100%

100%
80%
60%
40%
20%

0%

GRAFICO A 2. CONOCIMIENTO DEL MANUAL DE
NORMAS, PROCEDIMIENTOS U ORGANIZACION
DE LA SECCION DE MICOLOGIA DEL SERVICIO

DE BIOANALISIS. JULIO 2009

@ SI
B NO

ANALISIS: Se observo que un 90% del personal encuestado no conoce el Manual
de Normas, Procedimientos ni organizacion de la seccion de Micologia del
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servicio de Bioanalisis ni ha recibido copia del mismo y solo un 10 % lo conoce y
tiene copia del mismo

A.3 Conocimiento del personal del Servicio de Bioanalisis del Hospital Dr.
Domingo Luciani acerca de la Mision de la seccion de Micologia de este servicio.

TABLA A. 3 CONOCIMIENTO DEL PERSONAL DEL SERVICIO DE
BIOANALISIS DEL HOSPITAL DR. DOMINGO LUCIANI ACERCA DE
LA MISION DE LA SECCION DE MICOLOGIA. JULIO 2009

RESULTADO | PORCENTAJE
SI 9 15%
NO 51 85%
TOTAL 60 100%

GRAFICO A 3. CONOCIMIENTO DEL PERSONAL QUE
LABORA EN EL SERVICIO DE BIOANALISIS ACERCA DE LA
MISION DE LA SECCION DE MICOLOGIA. JULIO 2009

100%
80%
60%
40%
20%

0%

3 SI
B NO

ANALISIS: Se observd que un 15% del personal encuestado contestd que si
tienen conocimiento de la Mision de la seccion de Micologia del Servicio de
Bioanalisis del Hospital Dr. Domingo Luciani y un 85% contesté que no la
conoce, sin embargo del que contestd conocerla realmente un 5% supo enunciarla
correctamente y un 10% tienen una somera idea sin tenerla claramente definida.
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A.4 Conocimiento del personal del Servicio de Bioanalisis del Hospital Dr.
Domingo Luciani acerca de la Vision de la seccion de Micologia de este servicio.

TABLA A. 4 CONOCIMIENTO DEL PERSONAL DEL SERVICIO DE
BIOANALISIS DEL HOSPITAL DR. DOMINGO LUCIANI ACERCA DE LA
VISION DE LA SECCION DE MICOLOGIA DE ESTE SERVICIO.

RESULTADO | PORCENTAJE
SI 3 5%
NO 57 95%
TOTAL 60 100%

GRAFICO A 3. CONOCIMIENTO DEL PERSONAL QUE LABORA EN
EL SERVICIO DE BIOANALISIS DEL HDL ACERCA DE LA VISION
DE LA SECCION DE MICOLOGIA. JULIO 2009

100%
80%

O3 SI
m NO

60%
40%

20%
0%

ANALISIS: Se observé que un 5% del personal encuestado contestd que si tienen
conocimiento de la Vision del Servicio de Bioanalisis del Hospital Dr. Domingo
Luciani y un 95% contest6 que no la conoce.
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CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS DE LA ENCUESTA

El personal encuestado en general no conoce el Manual de Normas.
Procedimientos u organizacion de la seccion de Micologia servicio de
Bioanadlisis del Hospital Dr. Domingo Luciani ni ha recibido copia del mismo.
Algunas personas creen conocer la Mision y Vision del Servicio sin embargo a
la hora de enunciarlo resultdé bajo el porcentaje que pudo hacerlo
correctamente. Esto pudiera ser la principal causa de las dificultades del
funcionamiento de este servicio, que por desconocimiento de esta
informacion, las personas que aqui laboran, no participan en el logro de los
objetivos que establece la Jefatura del Servicio y mucho menos toman parte en
la toma de decisiones de las mismas.

Consideramos que esta informacion donde se describe la Mision y Vision,
las Normas, Procedimientos y organizacion de la seccion de Micologia de este
servicio de Bioanalisis, deberia ser entregado a todo el personal una vez que
es admitido a laborar en este Servicio conjuntamente con la induccion o
entrenamiento.

Por todo esto sugerimos colocar el enunciado de la Mision y Vision de este
servicio en una cartelera, visible y accesible a todo el personal, asi como las
funciones de cada uno de los que aqui laboran para que al estar al tanto de
estos conocimientos no haya dualidad de funciones y con esto se mejoraria el
desempeiio diario de esta seccion y asi cada uno de los trabajadores pudiera
tener un pensamiento mas claro de la forma de colaborar en el buen
funcionamiento y mejoramiento continuo de la Calidad de todo el Servicio de
Bioanalisis.
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ENCUESTA 2

UNIVERSIDAD CATOLICA ANDRES BELLO
GERENCIA DE SERVICIOS DE SALUD

ENCUESTA

NECESIDAD DEL SERVICIO DE LABORATORIO DE MICOLOGIA
(SERVICIO DE BIOANALISIS- HOSPITAL DR. “DOMINGO LUCIANI”)

LA PRESENTE ENCUESTA ES PARTE DE UN TRABAJO DEL POST-
GRADO DE GERENCIA DE LOS SERVICIOS ASISTENCIALES DE
SALUD. ES UNA ENCUESTA ANONIMA Y SOLO TENDRA USO
ACADEMICO. GRACIAS POR TU TIEMPO.

FECHA:

SEXO: FII M [

MEDICO RESIDENTE: PRIMER ANO 0
SEGUNDO ANO [}
TERCER ANO [
CUARTO ANO [}

MEDICO ADJUNTO: 0
ESPECIALIDAD:

DEBIDO AL AUMENTO DE LAS INFECCIONES FUNGICAS
SEVERAS O POR AGENTES OPORTUNISTAS, EN NUESTRO PAIS Y EL
MUNDO, EL LABORATORIO DE MICOLOGIA SE HA CONVERTIDO EN
UNA HERRAMIENTA ESENCIAL PARA EL MEDICO, CONTRIBUYENDO
A LA PREVECION, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LAS
ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR HONGOS. EL LABORATORIO DE
MICOLOGIA DE ESTE HOSPITAL FUNCIONA ACTUALMENTE EN EL
HORARIO DE LA TARDE DE 1:00 PM A 7:00 PM.

4. CONSIDERA NECESARIO QUE ESTE LABORATORIO FUNCIONE
12 HORAS AL DIA, INCREMENTANDO SU HORARIO DE
FUNCIONAMIENTO 6 HORAS MAS, EN EL TURNO DE LA
MANANA DE 7:00 AM A 1:00 PM

SI [ NO [
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ANALISIS
Caracteristicas demograficas de los encuestados
A.1  Distribucion por Género del personal Medico que encuestado, que

presta sus servicios en el Hospital Dr. Domingo Luciani.

TABLA A.l DISTRIBUCION POR GENERO DEL PERSONAL
ENCUESTADO DEL SERVICIO DE BIOANALISIS DEL HOSPITAL
Dr. DOMINGO LUCIANI. JULIO 2009.

GENERO NUMERO PORCENTAIJE

FEMENINO 18 60
MASCULINO 12 40
TOTAL 30 100

GRAFICA A.1 DISTRIBUCION POR GENERO DEL PERSONAL
MEDICO ENCUESTADO QUE LABORA EN EL HOSP. DR.
DOMINGO LUCIANI.

40%

60%

08 FEMENINO = MASCULINO

ANALISIS: Se observé un predominio del sexo femenino entre el personal
Meédico encuestado, que se corresponde con la distribucion por género de este
personal en el Hospital Dr. Domingo Luciani.
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A.2 Distribucion por afios de residencia en el Hospital Dr. Domingo Luciani

del personal Médico encuestado.

ANOS DE RESIDENCIA | NUMERO | PORCENTAIJE
1 ANO 14 47%
2 ANO 10 34%
3 ANO 4 13%
4 ANO 0 0%
MEDICO ADJUNTO 1 3%
MEDICO ESPECIALISTA 1 3%
TOTAL 30 100%

GRAFICO A.2 DISTRIBUCION POR ANOS DE
RESIDENCIA DEL PERSONAL MEDICO ENCUESTADO
QUE LABORA EN EL HOSPITAL DR. DOMINGO

LUCIANI. JULIO 2009

60% -

40%

20%

0%

O MR 1 afio B MR 2 afios
O MR 4 afios B M adjunto

O MR 3 aiios
O Especialista

ANALISIS: Se observo que los médicos de primer afio son el personal que mas
utiliza los servicios que ofrece el laboratorio de Micologia del servicio de
Bioanalisis del Hospital Dr. Domingo Luciani, seguido de los de segundo y tercer
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afo respectivamente. Esto corresponde a que forma parte de las funciones de los
residentes de los primeros afios llevar las muestras bioldgicas respectivas de cada
paciente asi como la busqueda de resultados y seguimiento de la evolucion de los
mismos.

A.3 Necesidad que la seccion de Micologia funcione 12 horas al dia,
incrementando su horario de funcionamiento 6 horas mas, en el turno de la
mafiana de 7:00 AM A 1:00 PM.

NECESIDAD DE MICOLOGIA EN LA | NUMERO | PORCENTAJE
MANANA

SI 30 100%
NO 0 0%
TOTAL 30 100%

GRAFICO A.3 NECESIDAD DE FUNCIONAMIENTO DE LA SECCION
DE MICOLOGIA EN EL TURNO DE LA MANANA Y DE LA TARDE

100%
90%
80%
70%
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30%

10%
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0 st mNo
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ANALISIS: Se observo que el 100% de los médicos encuestados opina que la
seccion de Micologia perteneciente al servicio de Bioanalisis del Hospital Dr.
Domingo Luciani, es necesario que funcione 12 horas al dia, incrementando su
horario de funcionamiento 6 horas mas, en el turno de la mafiana de 7: 00 AM a
1:00 PM, ya que el laboratorio de Micologia se ha convertido en una herramienta
esencial para el médico, contribuyendo a la prevencion, diagnostico y tratamiento
de las enfermedades producidas por hongo las cuales han venido en aumento en
los tltimos afios.
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ANEXO 2. Formatos en los cuales se reportan los resultados
Formato de Cultivo para Hongos

G

REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA

MINISTERIO DEL TRABAJO
INSTITUTO VENEZOLANO DE LOS SEGUROS SOCIALES N°
HOSPITAL GENERAL DEL ESTE “DR. DOMINGO LUCIANI”
SERVICIO DE BIOANALISIS
SECCION DE MICOLOGIA
PACIENTE:
SERVICIO:
N¢ HISTORIA:
FECHA:
INFORME DE MICOLOGIA
MUESTRA DE
EXAMEN DIRECTO:
CULTIVO:
OBSERVACION:
FECHA DE SALIDA:
BIOANALISTA

Cultivo de Aspergillus spp en medio de Sabouraud
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Formato de Serologia para Hongos

REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
MINISTERIO DEL TRABAJO
INSTITUTO VENEZOLANO DE LOS SEGUROS SOCIALES

HOSPITAL GENERAL DEL ESTE “DR. DOMINGO LUCIANI”

SERVICIO DE BIOANALISIS
SECCION DE MICOLOGIA PACIENTE:

NO

SERVICIO:

N¢ HISTORIA:

FECHA:

SEROLOGIA PARA HONGOS (METODO IDD)

ANTICUERPOS: RESULTADO:
Histoplasma capsulatum
Paracoccidiodes blasiliensis
Coccidiodes immitis
Aspergillus sp

FECHA DE SALIDA:

BIOANALISTA

V':A
Técnica de Inmunodifusion Doble que muestra bandas de precipitacion
entre anfigeno y anticuerpo
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Formato Sensibilidad para hongos

HOSPITAL DR. DOMINGO LUCIANI
Avenida Rio de Janeiro, Fl Llanito, Caracas 1070, Venezuela

Fecha de Toma de Iuestr: Triciales
Mumero de Iuestra # bisolado
Pacients Wirmeto del Pacients
Lugar
Tipo de Meustrs
Ohaervaciones
Mictoorzariszo Candida albicans
WMedicarento MM Categoria MIC (meghl)  Costo  ClSerico®
Fluconazole 34 3 | 10
Vonconazole 3 3 0,06
Aetrvidad Relarionadn
2] Serico *
§
Thuconanle 0

1 1n a0 El 40 bl
* C1, Coctente Inbabatorn = Concentracion Tisular en las s Baja Dogis UsualCTI

CLEIMNCCLS imterpretation to 3, 30D or B. for Voriconazole are considered tentatrve.

Meétodo de Difusion en agar con discos
de fluconazol y voriconazol
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ANEXO A

TECNICA DE LISIS CENTRIFUGACION

1) Emplear guantes estériles en todo el procedimiento.

2) Desinfectar el tapén de goma del tubo Isolator 10 con alcohol yodado,
sin inundar la cavidad. Dejar secar.

3) Abrir el sistema vacoutainery colocar la aguja al portatubos.

4) Insertar el tubo Isolator 10 en el portatubos hasta la linea marcada.
5) Localizar el area de venopuncién y limpiar con algodén impregnado
con alcohol al 70%.

6) Repetir la limpieza, pero con algodén impregnado con yodo povidona
al 2%. Dejar actuar por un minuto.

7) No volver a palpar la vena.

8) Realizar la venopuncion.

9) Empuijar el tubo hasta el fondo del portatubos o hasta que la sangre
fluya al interior del tubo.

10) Cuando se llene el tubo (10 mL) retirarlo del portatubo.

11) Invertir el tubo cuidadosamente por 4 é 5 veces, facilitando la lisis
celular y evitar la coagulacion de la sangre.

12) Retirar la aguja del portatubo y desechar apropiadamente.

13) Transportar al laboratorio en forma segura.

14) Procesar de inmediato, de lo contrario colocar el tubo a temperatura
ambiente.

15) Centrifugar empleando rotores de 352 de inclinacién a 3000 g por
30 minutos.

16) Retirar cuidadosamente los tubos de la centrifuga y colocarlos en
un gradilla, evitando la mezcla del sobrenadante y sedimento.

17) Desinfectar el tapén de goma con alcohol yodado, sin inundar la
cavidad. Dejar secar.

18) Colocar la gradilla en la prensa Isostat y cubrir cada tapén con una
capsula estéril Isostat.

19) Colocar cada tubo con su céapsula, debajo de la prensa y empujar
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rapidamente el asa de la prensa hacia abajo.

20) Colocar el asa en posicion original y realizar la maniobra con cada
tubo.

21) Retirar la gradilla de la prensa.

22) A partir de aqui, se empleara una cabina de seguridad bioldgica.

23) Introducir la punta de una pipeta en el tubo a través de la membrana

de la capsula, manteniendo el tubo comprimido.

24) Introducir la pipeta hasta que el bulbo haga contacto con la cdpsula.

25) Absorber cuidadosamente el sobrenadante.

26) Distribuir equitativamente el sedimento en placas Petri conteniendo
agar Sabouraud dextrosa y con la punta de la pipeta sembrar en

zig zag.

27) Desechar la pipeta.

28) Colocar las placas sembradas hacia arriba a 35 °C y a las 24 horas
se invierte su posicion.

29) Examinar diariamente por siete dias.
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ANEXO B
PREPARACION DE REACTIVOS
B.1 Hidroxido de potasio
% Pesar:
» Hidroxido de potasio 10 g
» Agua destilada 100 mL
% . Mezclar para disolver totalmente el KOH.
% Guardar a temperatura ambiente en frasco de color ambar.
% Se puede agregar glicerina al 10% para tener preparaciones de
mayor duracion reduciendo la evaporacion.
% También se puede agregar dimetilsulfoxido (DMSQO) al 40% para
reducir o eliminar la necesidad de calentar el preparado.
B.2 Tinta china

En una lamina portaobjeto colocar:
% Tinta china 1 gota
% Agua destilada o solucidn fisioldgica 1 - 2 gotas
% Emulsificar la muestra.

% Colocar laminilla cubreobjeto.

B.3 Azul de lactofenol

% Es empleado para examinar muestras obtenidas a partir de los
cultivos. El fenol mata al hongo, el acido lactico es un agente
aclarante que preserva la estructura del hongo, la glicerina
previene la desecacion y el azul de algoddn colorea la quitina y
celulosa del hongo.

% Solucién A:

» Fenol (cristales) 20 g
> Acido lactico 20 g
» Glicerina 40 mL
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Mezclar.
Solucion B:
> Azul de algodén 0,05 g
» Agua destilada 20 mL
Mezclar las soluciones A y B. Conservar a temperatura ambiente

hasta por seis meses.

B.4 Coloracion giemsa

SOLUCION CONCENTRADA DEL COLORANTE

/7
0‘0

oo

* .

®
%

®
%

®
L4

®
%

Pesar:
» Giemsa en polvo 0,6 g
» Metanol 50,0 ml
> Glicerina neutra 50,0 ml
Pulverizar cristales del colorante antes de pesar.
Macerar el polvo en un mortero con 30 mL de glicerina.
Transferir la mezcla a un frasco limpio y completar el volumen de
glicerina.
Colocar al bano Maria a 55 °C por dos horas.
Utilizar 20 ml de alcohol para remover el colorante adherido al

mortero.

. Retirar el frasco del bafno Maria, dejar enfriar y adicionar el alcohol

que fue usado para lavar el mortero y el resto del alcohol.

. Dejar madurar el colorante durante dos semanas y luego filtrar.

Guardar el filtrado en frasco ambar.

SOLUCION TAMPON pH 7,2

» Na2HPO4 6,77 g
» KH2PO4 2,59 g
» Agua destilada 1 L
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SOLUCION DE TRABAJO

> Solucidon concentrada del colorante 2 mL

» Solucién tampo6n 6 mL

+» Mezclar la solucion antes de usarla

B.5 Coloraciéon gram

SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA
SOLUCION A
» Cristal violeta 4,0 g
» Etanol 20,0 mL
% Disolver el colorante en etanol y diluir la solucién al 1:10 en agua
destilada.
SOLUCION B
» Oxalato de amonio 0,8 g
» Agua destilada 80,0 mL
% Disolver el oxalato en el agua destilada. Mezclar una parte de la
solucion A con cuatro partes de la solucién B.
. SOLUCION DE YODO (LUGOL)
> Yodo1g
> Yoduro de potasio 2 g
% Disolver el yodo y el yoduro en 5 mL de agua destilada y completar
a un volumen de 240 mL con agua destilada.
. CONTRACOLORANTE (COLORANTE DE FONDO)
» Safranina O al 2,5% en alcohol al 95% 10 mL
» Agua destilada 100 mL
% Fijar el frotis con calor o metanol.

. Agregar el cristal violeta. Dejar un minuto.
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. Lavar con agua.

. Aplicar lugol. Dejar un minuto.

. Lavar con agua.

+¢. Decolorar con etanol al 95% por 30 segundos.

% . Agregar Safranina O. Dejar por 10 segundos.

. Lavar con agua y dejar secar.

. Examinar al microscopio empleando los objetivos de 40X y
s 100X.

B.6 Reducion del nitrato

» MEDIO 5X.
> KNO35¢g
» NaH2PO4H20 11,7 g
» Na2HPO4 1,14 g
% Solucién de cloruro de benzalconio al 17% 1,2 mL
% Agua destilada 200 mL
% Preparacion
. Rehidratar con agua destilada los componentes.
. Calentar suavemente hasta disolver.
% Distribuir en un frasco.
. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.
. Dejar enfriar antes de su empleo y refrigerar (4 °C a 10 °C) para su
conservacion.
Reactivos
Reactivo B
» Acido sulfanilico 0,16 g
> Acido acético 5SM* 20 mL
Reactivo A
» naftilamina 0,1 g
» Acido acético 5M* 20 mL
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*: El acido acético 5M es preparado adicionando una parte de &acido

aceético glacial a 25 partes de agua destilada.

B.7 Solucion de L — dopa - citrato férico

Buffer fosfato
A. Fosfato de sodio dibasico.
» Na2HPO4 (0,067 M) 0,951 g
» Agua destilada 100 mL
B. Fosfato de potasio monobésico
» KH2PO4 (0,067 M) 0,912 g
» Agua destilada 100 mL
% Se mezclan volumenes iguales de A y B (pH final 6,8)
Solucion de L — dopa (L — B — 3,4 - dihidroxifenilalanina)

% Suspender la L — dopa en una a tres gotas de dimetilsulféxido

< Agregar agua destilada hasta alcanzar una concentracion final de 3

mg/mL

Solucion de citrato férrico.

% Disolver el citrato férrico en agua destilada hasta alcanzar una

concentracién de 1 mg/mL. Calentar suavemente hasta disolver.

Soluciéon de L — dopa - citrato férrico.
% Solucién de L —dopa 1 mL

K/
L X4

Solucién de citrato férrico 0,5 mL
Buffer fosfato 3,5 mL

Esta soluciéon debe tener un color azul claro.

K/
L X4

K/
L X4

153



ANEXO C
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
C.1 AUXONOGRAMA DEL CARBONO EN PLACA (ASIMILACION
DE CARBOHIDRATOS)
Medio base: se usa como soporte de los discos de azucares y para
observar el crecimiento de las levaduras para su posterior identificacion.
Pesar:

» Extracto de levadura 0,67 g

> Agar noble 20 g

» Agua destilada 1000 mL
. Disolver los ingredientes en agua destilada.

0’0

’0

. Poner en ebullicion por un minuto.

-,

. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

K/
0’0

. Conservar en refrigeracion a 4 °C.

Discos de azucares para el auxonograma del carbono
» Discos de papel filtro estéril de 5 mm de didmetro.
»  Carbohidratos (glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa,
galactosa y rafinosa); 20 g de cada uno.
» Agua destilada 100 mL por carbohidratos.
. Disolver cada tipo de azucar en 100 mL de agua.
+ . Esterilizar por filtracion.
% Sumergir en las distintas soluciones de azucares durante 24 horas.
% Colocar los discos de papel en una placa Petri y colocar en estufa
a 37 °C por 24 horas.
% Guardar los discos en un frasco estéril de boca ancha.

C.1.1 Preparacion de las soluciones a base de carbohidratos para
impregnar discos de papel para la asimilacion de carbonos
% Preparar soluciones al 20% de cada carbohidrato a ensayar en

agua destilada, esterilizar por filtracion y conservar en refrigeracion.
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% Se coloca una capa de discos estériles de 0,25 pulgadas (6 mm de
diametro) en placas de Petri y con una jeringa se coloca una gota
de la solucién de carbohidrato a cada disco, éstos se dejan secar
entre 48 a 72 horas a temperatura ambiente. Los discos
impregnados con inositol, rafinosa y maltosa requieren una

segunda saturacion.

C.1.2 Medio auxanografico para asimilacion de nitrogeno (Delf)
> Yeast Carbon base 12 gr
» Agar noble o lavado 20 gr
» Agua destilada 1000 ml
% Dispensar 20 ml en tubo tapa de rosca, esterilizar en autoclave a
121°C, 15 |b por 15 minutos.

C.1.3 Medio para la prueba de Fermentacion de carbohidratos sin
indicador
» Peptona 2,5 gr
» Extracto de levadura 2,5 gr
» Agua destilada 100 ml
+ Disolver los componentes en agua destilada
% Distribuir alicuotas de 5 ml en tubos de 12 x 120 mm, que
contengan el tubo de Durham invertido.
% Autoclavar a 121°C, 15 Ib por 15 minutos.
% Agregar al medio basal 1 ml de la solucién de azucar al 20%,
previamente esterilizada por filtracion.

% Guardar en refrigeracion.

C.2 AGAR ACEITE DE OLIVA

. Pesar:

» Agar Sabouraud dextrosa 6,5 g
» Tween 802 mL
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> Aceite de oliva 2 mL

>
>

Vitamina A 10 gotas

Cloramfenicol 0,5 g

» Agua destilada 100 mL

% Disolver el agar Sabouraud dextrosa en agua destilada.

% Agregar los demas ingredientes.

0’0

. Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

. Almacenar a 4 °C.

C.3 AGAR DE DIXON MODIFICADO

Pesar:

YV V V V V V V

>

0’0

Extracto de Malta 36 g
Peptona 6 g

Agari12g

Buey de bilis disecada 20 g
Tween 40 10 mL
Monooleato de glicerol 2 mL
Acido oleico 2 mL

Agua destilada 1000 mL

Disolver los ingredientes por 15 minutos en un poco de agua.

. Agregar el volumen restante y ebullir.

0’0

0’0

_Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

C.5 CALDO SABOURAUD

% Segquir las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

Repartir en tubos de vidrio estériles en posicion de plano inclinado.

. Dispensar alicuota de 7,5 mL en tubo de vidrio estéril con tapa

rosca.
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« Almacenar a 4 °C.

C.6 AGAR ARROZ

. Pesar:
» Arroz 200 g
> Agar15¢g
» Agua destilada 1000 mL
. Hervir el arroz durante 30 minutos.
+ Filtrar con gasa.
. Completar al volumen final.
% Agregar el agar.
% Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.
% . Repartir en placa Petri estéril.

% Conservar en refrigeracién a 4 °C.

C.7 AGAR HARINA DE MAIz

% Se utiliza para la produccién de seudohifas de levaduras del
género Candiday produccién de clamidoconidios de C. albicans.
Composicién:
» Harina de maiz 62,5 g
» Agua destilada 1500 mL
» Tween8015¢g
> Agar 19 ml
Procedimiento:
% Disolver la harina de maiz en el agua destilada.
% Dejar reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
% Filtrar a través de papel filtro y reconstituir el anterior volumen.

% Anadir el agar.
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< Anadir el tween 80,
«» Esterilizar a 120 2C durante 20 minutos.

C. 7.1 MEDIO COMERCIAL. Corn Meal Agar (CMA)

Corn meal agar 17 gr

Dextrosa 2 gr

Sucrosa 3 gr

Extracto de levadura 1 gr

Agua destilada 1000 ml

Disolver en agua destilada caliente todos los componentes y esterilizar en
autoclave a 121°C, 15 Ib por 15 minutos. Dispensar en placas o tubos.

C.7 AGAR PAPA DEXTROSA

% Permite la observacion de las levaduras a diferentes temperaturas.
Pesar:
» Papa 200 g
» Dextrosa 10 g
> Agar20g
» Agua destilada 1000 mL
% Pelar y cortar la papa en trozos pequenos. Disolver la dextrosa en
agua y agregar los demas ingredientes. Hervir 30 minutos vy filtrar
con gasa. Completar el volumen. Esterilizar a 121 °C por 15
minutos.

% Repartir.

C.8 AGAR MICOSEL O MICOBIOTICO

% Permite distinguir la susceptibilidad a la cicloheximida o actidione.
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. Segquir las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

% Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

% Dispensar en tubo de vidrio estéril y colocar en forma de plano
inclinado.

« Almacenar a 4 °C.

C.9 AGAR CZAPEK - DOX

% Se emplea para la identificacion de Aspergillus spp y Penicillium
spp.

Pesar:

Sacarosa 30 g

Nitrato de Sodio 2 g

Fosfato dipotasico 1 g

Sulfato de magnesio 0.5 g

Cloruro de potasio 0.5 g

Sulfato ferroso 10 mg

YV V V V V V V

Agar 15¢g
» Agua destilada 1000 mL

% Disolver por calor todos los ingredientes.

J
0’0

Colocar en ebullicion por diez minutos.

’0

*

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

O/
0’0

. Envasar.

C.10 AGAR SEMILLA DE GIRASOL (AGAR DE STAIB O AGAR
NIGER SEED)

% El medio de cultivo contiene acido cafeico contenido en el extracto
de la semilla de girasol (Guizzotia abbisinica) que permite detectar
la enzima fenol oxidasa desarrollada por Cryptococcus

neoformans. La reaccion enzimatica produce melanina, la cual es
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absorbida por la pared celular del hongo produciendo un color
marron.

Pesar:

Glucosa 1,0 g

Creatina 0,78 g

Agar 18,0 g

Cloramfenicol 0,05 g

YV V V V

» Extracto de semilla de girasol 350 mL

% Calentar hasta disolver. Distribuir 50 — 100 mL por frasco.

% Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

La preparacion del extracto consiste en:

. Pulverizar las semillas de girasol.

s Pesar 70 g del pulverizado y suspenderlo en 350 mL de agua
destilada. Hervir. Filtrar con gasa. Autoclavar 15 minutos a 121 °C.
Mantener en refrigeracion con cierre hermético.

. En el momento de usar, fundir el medio y plaquear. Emplear un
control positivo de Cryptococcus neoformans, el cual desarrollara
una pigmentacién marrén y un control negativo de Candida spp.

que desarrollara de color blanco.

C.11 AGAR SABOURAUD DEXTROSA
% Se le emplea para el aislamiento primario, identificacién vy
mantenimiento de la mayoria de los hongos patégenos. Para
mejorar la inhibicion bacteriana se puede adicionar cloramfenicol
0,5 g/L.
Pesar:
» Peptona 10 g
» Glucosa 20 g
» Agar20g
» Agua destilada 1000 mL

. Disolver los ingredientes en el agua destilada.
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. Controlar el pH a 5,6.
% Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

s Verter en tubos o placas.

C.12 MEDIO BASE PARA AZUCARES

% Se emplea para proporcionar los requerimientos nutricionales para
el desarrollo de levaduras.

MEDIO BASE

Pesar:

Peptona 5 g

Extracto de carne 1 g

Cloruro de sodio 5 g

Agar 15 ¢

Agua destilada 990 mL

» Purpura de bromocresol 10 mL

YV V V V V

% Disolver y autoclavar.
% _El pH final es de 5,6.
INDICADOR
Pesar:
» Purpura de bromocresol 0,1 g
» Hidroxido de sodio 0,01 N 18,5 mL
+ . Diluir a 250 mL con agua destilada obteniendo una concentracién
al 0,04%.
AZUCARES
% Pesar 10 g de cada uno de los siguientes azucares: glucosa,
lactosa, sacarosa, galactosa, maltosa y rafinosa. Disolver en agua
destilada estéril y esterilizar por filtracién (diametro del filtro 0,2 um)

« Concentracién final de cada azucar: 10%.
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% Mezclar cada azucar con el medio base que se encuentra a 45-50
°C. Repartir en tubos de vidrio con tapa rosca. Controlar a 37 °C
por 24 horas.

C.13 AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON

Este medio de cultivo favorece la conversién de algunos hongos
dimorficos. Para la preparacion  seguir las recomendaciones

proporcionadas por el fabricante.

C.14 AGAR UREA

% Permite evidenciar la produccién de ureasa por Cryptococcus
neoformans, algunas especies de Candida sp. Rodotorula sp. Y
Trichosporon sp.

Pesar:

Dextrosa 1 g

Peptona 1 g

Cloruro de sodio 5 g

Monofosfato de potasio 2 g

Urea 20 g

Agar 15¢g

YV V. V V V V V

Rojo fenol 12 mg
» Agua destilada 1000 mL
% Disolver la urea en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion.
% Disolver los ingredientes restantes en 900 mL de agua destilada.
% Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
. Enfriar hasta unos 45— 50 °C.

% Agregar la solucién de urea en un area estéril.
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C.15 AGAR MALTA
> Extracto de Malta 30 ml
» Agar 15 gr
» Agua destilada 1000 ml
% Disolver en bafo de Maria, ajustar pH a 5.5, esterilizar en
autoclave a 121°C, 15 Ib por 15 minutos y distribuir en tubos y/o
placas.
C.16 CALDO MALTA
> Extracto de Malta 15 ml
» Agua destilada 1000 ml
% Ajustar el pH a 4.0. Distribuir 5 ml del medio por tubo, esterilizar en
autoclave a 121°C, 15 Ib por 15 minutos.

C.17 MEDIO DE BILIS AGAR (Feo)
» Bilis en polvo (Bacto Oxgall) 20 gr
» Agar1gr
» Cloranfenicol 0,25 gr
» Agua destilada 1000 ml
% Mezclar los componentes y calentar en bafo de Maria por 15
minutos, distribuir 2 ml del medio en tubos 13 x 100 y esterilizar en

autoclave a 121°C, 15 Ib por 15 minutos, pH final 7,0

C. 18 MEDIO DE GORODKOWA AGAR

» Glucosa 0,1 gr
> Peptona 1 gr
» Cloruro de sodio (NaCl) 0,5 gr
» Agar2gr
» Agua de chorro 100 ml 40

% Ajustar el pH a 7,0, distribuir en tubos a razén de 5 ml en cada uno,

esterilizar en autoclave a 121°C, 15 Ib por 15 minutos y luego

inclinar.
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C. 19 COLORACION DE ASCAS - KUFFERATH MODIFICADO

» Colorante de Ziehl Neelsen
> Alcohol clohridrico: acido clohridico concentrado al 1% en
alcohol de 95%

» Azul de metileno al 1%

Técnica

R/
0‘0

®
%

®
L4

®
L4

Hacer un extendido en una ldmina con la suspensién de la
levadura, dejar secar vy fijar al calor.

Cubrir la preparacién con el colorante de Ziehl Neelsen y calentar
hasta la emision de vapores, mantener caliente durante 5 minutos.
Lavar con agua corriente.

Decolorar con el alcohol clohridrico y lavar con agua.

Colorear con azul de metileno al 1%, durante 1 minuto, lavar con
agua y dejar secar.

Los ascosporos se colorean de rojo y las células vegetativas de
azul.

(Los ascosporos de Schizosaccharomyces no son &cido
resistentes)

C.20 COLORACION DE WIRTZ

Solucion de Bicromato de potasio al 1%

Soluciéon de Verde de Malaquita al 5%

Solucion alcohdlica de Safranina, segun Fleming:
Alcohol etilico absoluto 50 ml

Agua destilada 21 ml

YV V V V V V

Safranina 0,5 gr

Técnica

®
L4

Fijar el frotis y cubrir con solucién de bicromato de potasio al 1%

por 15 segundos.
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% Lavar la preparacion y cubrir la lamina con la solucién acuosa de
verde de Malaquita al 5%, calentar hasta la emision de vapores por
5 minutos.

s Lavar

% Contracolorear con solucion alcohdlica de safranina por 30
segundos. Lavar y secar.

% Los ascosporos se colorean de verde, ascas de rosado claro y las
células vegetativas de rojo

C.21 MEDIOS DE CULTIVOS PARA LAS PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD DE DIFUSION CON DISCOS

C.21.1 MEDIO DE MUELLER HINTON AGAR

Para 1 litro de Mueller hinton seguir las instrucciones del fabricante y
agregar 20 gramos de glucosa y 100 pl de la solucion stock de azul de
metileno. Autoclavar por 15 minutos a 1 atmésfera. Dejar enfriar a 50°C y

dispensar 25 ml por placa de petri.

C.21.2 SOLUCION STOCK DE AZUL DE METILENO
Preparar la solucion stock, agregar 0,1 g de azul de metileno en 20 ml de
agua destilada (5mg/ml) concentracion final en el medio de cultivo sera de
S5ug/ml.
C.21.3 MEDIO DE RPMI1640 AGAR
% Los componentes se preparan en dos soluciones separadas: RPMI
X2y agar x2.
Solucioén 1: RPMI 2%G x2
» RPMI 1640 10,4 g
» MOPS 34,5¢g
» Glucosa 19 g
» Agua destilada estéril CSP 500 ml
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% Disolver en frio. Ajustar pH a 7 con NaOH 10 M. Llevar a 500 ml
con agua destilada en probeta y comprobar el pH 7. Esterilizar por
filtracién.

% Calentar y mantener a 65°C.

Solucion 2: Agar x2 (30g/l)

» Bactoagar15¢g
> Agua destilada 500 ml

% Calentar y agitar hasta disolver completamente el agar. Autoclavar
por 15 minutos a 121 °C. Enfriar y mantener a 65°C.

% Una vez mantenidas ambas soluciones a 65°C, se mezclan
evitando la formacion de burbujas en la siguiente proporcion: 500
ml de la solucion 1 y 500 ml de la solucién 2.

% Dispensar 20 ml en placa de Petri de 90 mm. Las placas con el
medio solidificado se guardan sin secar a 4°C. Antes de su

utilizacion se secan destapadas, durante 20 minutos a 37°C.

C.22 MEDIOS DE CULTIVO COMERCIALES

Con respecto a los medios de cultivos comerciales disponibles como agar
Mycosel® o Dermasel®, Chromagar Candida por Oxoid® o Becton
Dickinson®, es importante seguir las instrucciones del fabricante para
garantizar la calidad del producto.
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ANEXO D

CLAVE N.2 1

CLAVE PARA IDENTIFICAR Trichosporon spp.

1 a. Crecimiento con melibiosa ————— 2

1 b. No crecen con melibiosa =—————— 3

2 a. Tolerante a cycloheximida............coooviiiiieeeenennn. T. mucoides.
2 b. No toleran la cycloheximida..........cccccveeiiiiiiineenn. T. cutaneum.
3 a. Crecen con myo-inositol, no crecen con L-arabinosa..... T. inkin.
3 b. Crecen con myo-inositol, crecen con L-arabinosa —~ 4
4 a. Colonias con escaso desarrollo, talo consistente de

clampas de células merstematiCas. ........ccccveeeeeeeeeiiiiiiciiiieieeeeeennnn
................................... Fisussuricella filamenta, T. asteroides.

4 b. Colonias y microscopia ————— 5.

5 a. Apresorio presente en microCultivo.........ccccceeeeeeeneees T. ovoide.
5 b. Apresorio ausente en microcultivo—— 6.

6 a. Artroconidia en forma de barril; talos no meristematicos............
................................................................................... T. asabhii.

6 b. Artroconidias elongadas, o talos mersitematicos........................

........................................................................... T. asteroides.
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CLAVE N.2 2
CLAVE MORFOLOGICA PARA ALGUNOS Geotrichum spp.

1 a. Colonias que crecen rapidamente; hifas marginales
de 12 um de ancho, a menudo con ramificacién

o [[o70] (0] 1 01 o= VT G. candidum.

1 b. Colonias de moderado crecimiento; hifas marginales de 4 um de

ancho; sin ramificacién dicotéomica ———m—— 2.
2 a. Conidias simpodiales que se producen abundantemente desde

CICALNICES ovveiiiieie e G. capitaum.
1 b. Conidias sympodiales ausentes............... G. clavatum.
CLAVE N.23

CLAVE FISIOLOGICA PARA ALGUNOS Geotrichum spp.

1 a. Asimilan D — XyloSa.......cccuvieeiiiiiiiieieeeeee e G. candidum.
1b. No asimilan D - Xylosa ——m— 2.

2 a. Asimilan celobiosa, salicina y arbutina................... G. clavatum.
2 b. No asimilan celobiosa, salicina y arbutina............. G. capitatum.
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ANEXO F

IMAGENES Y FOTOGRAFIAS PARA ORIENTACION DIAGNOSTICA
(Cortesia Lic. Maribel Dolande, Lic Maria Mercedes Panizo, Lic. Heidi
Reyes, Atlas virtual de Micologia Médica. Universidad de Panama)

HIFAS

HIFAS TABICADAS HIFAS SIFONADAS

l- N , <. v
il
*Cortesfa Lic. Maribel Dolana‘ b g : A1 Dol
HIFAS SIFONADAS MlCEL|O CONJUNTO DE HlFAS
BLASTOCONIDIAS ARTROCONIDIAS
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CLAMIDOCONIDIAS

CAPSULA (Cryptococcus neoformans)  APOFISIS, ESPORANGIO,
RIZOIDES, COLUNMELA
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AGENTES CAUSANTES DE MICOSIS SUPERFICIALES

Trichophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes

Microsporum canis
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Microsporum gypseum

Macroconidia de Microsboruni-ﬁ;{iqls?u}n

Epidermophyton floccosum

Macroconidias de Epidermaphyton floccosum Genero Epidermophyton
> Telmeds.org

E. floccosum

Trichophyton tonsurans

Telmeds.org
Trichophyton tonsurans

Telmeds.org
Trichophyton tonsurans
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CANDIDA

Morfologia microscopica en agar Pigmento producido en medio
harina de maiz, CMA (Difco). (400X) cromog énico Chrom agar

Candida albicans.

Candida tropicalis

Candida krusei
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Candida glabrata

Panel Rapid Yeast Identificacion. Panel Rapid Yeast Identificacién.
MicroScan RYID. C. tropicalis MicroScan RYID. C. krusei

Panel Rapid Yeast Identificacion. Panel Rapid Yeast Identificacion.
MicroScan RYID. C. albicans MicroScan RYID. C. glabrata
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Panel Rapid Yeast Identificacion.
MicroScan RYID. C. tropicalis

Panel Rapid Yeast Identificacion.
MicroScan RYID. C. krusei

Panel Rapid Yeast Identificacion.

MicroScan RYID. C. albicans

Panel Rapid Yeast Identificacién.
MicroScan RYID. C. glabrata
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ESPECIES DE ASPERGILLUS

Aspergillus fumigatus

10m

v @

N9

;inr‘tegi;!ic Maria Mercedes Panizo

»
O
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"l Hhe®

LicM4ta Mercedes Panizo .. .+

Lic Maria Mercedes Panizo
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Aspergillus niger

Aspergillus niger, MMRC-UTMB
1996

2 iy « - e - :.
- LieMaria Mércedes Pa

=
nizo

- vare®

o =

-
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COLONIAS DE ASPERGILLUS

Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus

Aspergillus niger

Aspergillus nidulans

179



ZIGOMICETOS

Absidia sp Mucor sp

o, .

v

Lic Maria Mercedes Panizo
N\ y 30 pm

Rhyzopus sp Rhyzomucor sp

Lic I\<Iar1’a Mercedes Panizo
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