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Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA

Presentacion

La guia de trabajo es importante porque tiene la misién de dirigir
y orientar al estudiante durante el desarrollo de la asignatura. Las
guias ayudan a los estudiantes a solucionar sus problemas que pue-
dan presentarse durante el avance, ella nos sefala cada paso que
desarrollemos durante el presente semestre académico.

La Guia de Micologia es un instrumento de apoyo para poder desa-
rrollar las précticas guiadas de los estudiantes, proporcionan los pasos
que se desarrollardn en cada procedimiento. Esta guia puede tener
vacios, los cuales se resolverdn en el transcurso de las sesiones, es en
tanto un instrumento de importancia para nuestros estudiantes.

El estudiante seré& capaz de procesar e interpretar los resultados mi-
crobiolégicos de hongos patégenos que causan enfermedades en
el ser humano, asi como de realizar la programacién y el mante-
nimiento de los equipos correspondientes en un laboratorio clinico.
Describiendo, infiriendo la estructura y caracteristica de cada uno
de ellos, siguiendo paso a paso en cada sesién y unidad con sus
respectivos procedimientos de aislamiento e identificacién de cada
uno de ellos para poder llegar a un diagnéstico adecuado y poderle
brindar al clinico los resultados mds propicios colaborando con el
bienestar de los pacientes.

Durante el desarrollo de las siguientes précticas, el estudiante debe-
ré llevar consigo siempre la guia, para poder seguir secuencialmen-
te cada uno de los pasos, de esta manera serd un soporte durante
el desarrollo de su aprendizaje constante y alcanzar el propésito
asignado al culminar el ciclo.

El autor

(@)
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Semana I: Sesion |
Observacion de colonias flingicas y preparaciones microscopicas

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito
Inspeccionar la morfologia y estructura de los hongos sobre Idminas

patrén y medios de cultivo.

Il. Fundamento tedrico

En el drea de Microbiologia los hongos son observados de dos
maneras, bajo el microscopio (microscopia) y como una colonia
sobre una placa de agar (macrosccopia). Indicado en la PPT de la

semana.

~
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias

Forma Elevacion Margen o borde Superficie Pigmento Anverso
Circular Plana 'y Liso o entero Plegada Rojo
O extendida
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Irregular Elevada y Ondulado Sectorizada Violeta

limitada
O = |~ o
Filamentosa Convexa Lobado Cerebriformes Amarillo
umbilicada

g}

e N W
Rizoidal Desflecado Con surcos Marrén

2 [=[&] s

Fuente: Extraido de https://m.exam-10.com/biolog/23362/index.himl2page=7

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

item Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1

3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad

Cultivos en placas de

Placas descartables Varios
levaduras y mohos

Ldminas montadas con A L .
2 . . Laminas de vidrio Varios
microcultivo de hongos

[00]


https://m.exam-10.com/biolog/23362/index.html?page=7
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IV. Indicaciones/instrucciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

* Realizar el estudio macroscédpico y microscodpico con objetivos
de 10x, 20x y 40x de aumento, localizando y diferenciando las
principales estructuras fungicas.

VI. Resultados

©
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VIII. Sugerencias y /o recomendaciones

o



Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA

Semana 2: Sesion |
Preparacion de reactivos, colorantes y medios de cultivo

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

* Adiestrar en la preparacién de los diferentes medios de cultivo

utilizados en micologia.

* Aprender los procedimientos de preparaciéon de colorantes y re-

activos usados en micologia.

ll. Fundamento Tedrico

* El estudiante debe de revisar el siguiente enlace: https://www.
ugr.es/~cjl/medios%20de%20cultivo.pdf

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y Accesorios
ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1


https://www.ugr.es/~cjl/medios%20de%20cultivo.pdf
https://www.ugr.es/~cjl/medios%20de%20cultivo.pdf
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3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos con tapa rosca Vidrio 1
2 Probeta Vidrio 1
3 Matraz Vidrio 1
4 Beaker Vidrio 1
5 Papel filtro Circular 1
6 Rejilla de asbesto Metal 1
7 Tripode Metal 1
3.3. Equipos
ftem Equipos Caracteristica Cantidad
1 Mechero de bunsen Metal 1
2 Autoclave Metal 1
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 Peptona Proteina 10g
2 Glucosa Carbohidrato 400 ml
3 Agar micosel o agar Medio Selectivo 369
micobiotic
4 Avena Proteina 40g
5 Papa Carbohidrato 209
6 Gra”ﬂf:ﬁg:g;g':”"" Carbohidrato 89
7 Harina de maiz Carbohidrato 40g
8 Arroz no fortificado Carbohidrato 200g
9 Agua destilada Diluyente 1000 ml
10 Glicerina 400 ml
1 Fenol Antiséptico 209
12 Azul de metileno Colorante 29
13 Azl dAecilo(*:J;df; o sol. Colorante 29
4 Hidroxido de potasio Aclarante 209
15 Tween 80° Inhibidor 50 ml

—
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IV. Indicaciones/instrucciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

Medios de cultivo

1. Recuperar hongos que se encuentren en muestras contaminadas

con bacterias u hongos ambientales.

2. Con una probeta llenar 200 ml de agua destilada en un matraz,
agregarle 36 gramos del agar y completar con 800 ml de agua
destilada; hervir hasta disolver el medio completamente. Ajustar
el pH a 6.5 = 0.2 y dispensar porciones en placas Petri de 20 ml
o en tubos tapa rosca, esterilizar en una autoclave durante 15
minutos a 121 °C. o 1.5 atmésferas, después inclinar los tubos
hasta que el agar se solidifique.

Agar papa dextrosa

3. Medio que estimula la formacién de conidios como T. rubrum, M.
audouinii, M. canis. También utilizado en la realizacién de micro-
cultivos o cepario.

4. Lavar, pelary cortar la papa en trozos pequenos, agregar agua y
autoclavar. Colar con gasa estéril, agregar el agar y la glucosa,
hervir hasta disolver. Llevar el volumen a 1000 ml con agua des-
tilada si fuera necesario. Dispensar en tubos tapa rosca limpios.
Esterilizar en autoclave e inclinar los tubos hasta que el agar se
solidifique.

Agar harina de maiz - Tween 80 (agar morfologia)

5. Para la identificacién de la morfolégica de levaduras.
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6. Mezclar la harina de maiz con el agua y calentar por 1 h a 65

°C, filtrar a través de gasa estéril y luego con papel de filtro
Whatman n.° 2. Adicionar el agar, hervir. Enrazar a 1000 ml con
agua destilada, adicionar el tween 80 y homogenizar. Esterilizar

en autoclave. Dispensar en placas petri estériles.

Deshacer el fenol previamente a 60 °C en bafo maria y mezclar
con el acido ldctico, glicerina y el agua, luego agregar el azul de
algodén (azul de Poirrier y azul de anilina son anélogos al azul
de algodén).

Hidréxido de potasio 20 %

8. Aclarante utilizado en la deteccién de estructuras fingicas en

muestras por examen microscdpico. Su concentracién varia entre

el 10y 40 %.

Los cristales de KOH se afiaden lentamente en agitacién hasta su
completa disolucién.

VI. Resultados

—
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Semana 3: Sesion 1
Observacion de estructuras flingicas

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

|dentificar la morfologia microscépica de algunos hongos y tipo de

conidiogénesis estudiados en micologia médica.

ll. Fundamento tedrico

Repasar las PPT y la grabacién de la clase.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

item Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1

>
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3.2. Materiales
ftem Material Caracteristica Cantidad
Ldminas con microculti- . L .
. Ladminas de vidrio Varios
vos de diferentes mohos
2 Lomlrjas con Ievgduros Laminas de vidrio Varios
de diferentes géneros
3.3. Equipo
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios electronico 1

IV. Indicaciones

* Mantener las normas bésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

* Realizar el estudio macroscédpico y microscodpico con objetivos

de 10x, 20x y 40x de aumento, localizando y diferenciando las

principales estructuras fungicas.

VI. Resultados




UNIVERSIDAD CONTINENTAL

VII. Conclusiones

o
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Semana4: Sesion |
Manejo de claves de identificacion de hongos, aislamiento de hongos
de fuentes naturales

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......oiiiiiiiiiiiiec e

DOCENLE: ...

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Fecha: ....... [,

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Conocimiento y prdctica del manejo de claves o llaves de identifica-

cién de hongos de importancia médica.

ll. Fundamento tedrico

Luego de identificar estructuras somdticas y reproductivas de los hon-

gos, asi como también la morfologia macroscépica de sus colonias, se

debe recurrir al manejo de claves o llaves de identificacién de hongos.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios
ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirurgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1

19
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3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad

1 Léminas con microcultivos Laminas de vidrio Varios
de diferentes mohos
2 Lommos con Ievgduros de Ldminas de vidrio Varios
diferentes géneros
3.3. Equipo

ftem Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopios metal Uno

IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

* Uso de claves o llaves de identificacién de hongos de importan-

cia médica.

V. Procedimientos

* Examinar macroscépicamente una colonia fungica problema.

* Examinar microscépicamente una preparacién con azul de lacto-

fenol de la misma colonia.

* De acuerdo con sus observaciones anteriores, proceder a em-

plear la llave de identificacién de géneros de hongos anexa.
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VI. Resultados
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Semana 5: Sesion |
Examen de cultivos (fragmentacion del talo, cinta adhesiva,
microcultivos)

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......oiiiiiiiiiiiiec e
DOCENTE: ...ttt et Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Conocer y comparar las ventajas y desventajas del montaje por frag-
mentacién del talo, con cinta scotch y microcultivos para el examen

de los crecimientos fungicos.

Il. Fundamento tedrico

El estudiante deberd venir a las prdcticas habiendo repasado la cla-

se de la semana.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de dirill 1
2 Guantes Quirurgicos 1
3 Mascarillas KN 95 1
4 Lentes protectores Visores 1
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3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Asas micolégicas Metal Dos
2 Laminas portaobjetos Laminas de vidrio Varios
3 Ladminas cubreobjetos Vidrio Cinco
4 Pinzas Metal Dos
5 Cinta scotch Grueso Uno
6 Placa Vidrio Cinco
7 Papel filtro Papel Uno
8 Papel Hoja Uno
9 Varillas de vidrio Vidrio Dos
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios Metal 1
2 Mechero Metal 1
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 Azul de lactofenol Liquido 200 ml
2 Lactofenol de Aman Liquido 200 ml

IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

* Seguir en orden los procedimientos.

V. Procedimientos

5.1. Montaje por fragmentacion del talo

a) Colocar una gota de azul de lactofenol al centro de la ldmina

portaobjetos limpia.
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b) Con el asa de siembra, inocular este después de haber tomado
del medio de cultivo una colonia especifica entre la mitad del

centro y borde de la colonia. Colocar el material en el lactofenol.

c) Con el asa, homogenizar suavemente la porcién de colonia has-

ta diseminarla finamente en el azul de lactofenol.

d) Colocar el cubreobjetos en un dngulo de 45° por el borde del

azul de lactofenol, y presionar suavemente.

e) Sellar los bordes del cubreobjetos con esmalte de ufas para pre-
servar el montaje.

5.2. Microcultivos

Recordar la clase de la semana y poner en prdctica.

VI. Resultados
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VII. Conclusiones
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Semana 6: Sesion |
Identificacion de levaduras (tubo germinativo, morfologia, fisiologia),
procesamiento de microcultivos

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......oiiiiiiiiiiiiec e
DOCENTE: ...ttt et Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Conocer, manejar e identificar las levaduras de importancia médica.

ll. Fundamento tedrico

La identificacién de levaduras de importancia médica cada vez se hace
mds necesaria, por ello recurrimos a pruebas que nos garanticen su
correcta identificacién. Entre estas pruebas tenemos la prueba del tubo
germinativo, estudio de la morfologia y pruebas fisiolégicas, entre ofras.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios
ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1

27
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3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad
Plasma o suero estéril
1 (alicuotas de 0.5 ml Nutriente cinco
almacenados a -20°C)
2 Asas Khole Nitron cinco
3 Laminas cubreobjetos Vidrio Diez
4 Laminas portaobjetos Vidrio Diez
5 Tubos de 16 x 150 mm Vidrio cinco
6 Agua estéril Liquido 200ml
Pipetas de rango multiple . .
7 de 50-200 ul Equipo cinco
8 Punteras Material Diez
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Baro maria a 35 °C Equipo Uno
2 Cdmara de incubacion Equipo Uno
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
Organismos control (C.
! albicans, C. tropicalis) Cepa Uno
2 Harina de maiz con Medio de cultivo Cinco
Tween 80 (AHM-T80)
3 Ampolla (.je APIC Insumo Cinco
Medium
4 Galeria API 20 C AUX Insumo Cinco
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IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

5.1. Tubo germinativo

a) Tocar ligeramente una colonia con el asa de Khole.
b) Suspender las levaduras en el plasma o suero.
c) Incubar en bafo maria a 35 °C por 2.5 h.

d) Colocar 2 a 3 asadas de la suspensién sobre un portaobjetos

rotulado con el nUmero de muestra.
e) Cubrir la suspensién con laminilla cubreobjetos.

f) Examinar a 40x y 100x para la deteccién o ausencia de tubos

germinativos.

5.2. Morfologia

a) Preparar placas con agar harina de maiz con Tween 80
(AHM-T80).

b) Con un ld&piz para vidrio dividir la placa en 4 sectores y utilizar
cada sector rotulando con el nUmero de muestra de cada leva-
dura aislada.

c) Con una aguja de inoculacién tocar ligeramente la colonia a
probar, practicar dos estrias de aproximadamente 1.5 cm de lon-

gitud separadas por 1 cm, sin excavar el medio.

29
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d) Después de flamear y enfriar la aguja de inoculacién, practicar
una estria en forma de “S” cruzando las dos estrias realizadas
anteriormente. El aspecto final del preparado es similar al signo
de délares “$".

e) Finalmente cubrir el preparado con una laminilla cubreobjetos
previamente flameada y enfriada.

f) Incubar la placa a 28 °C y examinar a 24, 48 y 72 horas bajo el
microscopio retirando la tapa, emplear objetivo de bajo (10x) y
alto (40x) poder.

5.3. Fisiologia

a) Preparar una suspensién de la levadura problema correspon-
diente al tubo 2 de la escala de Mc. Farland.

b) Verter 5 ml de agua destilada estéril en la cdmara de incubacién.

c) Tomar 100 ul de la suspensién e inocular la ampolla de API C
médium, agitar y dispensar aproximadamente 197 ul en cada
cUpula de la galeria API 20 C AUX, hasta su llenado horizontal
no exceder.

d) Colocar la galeria dentro de la cdmara de incubacién y tapar.

e) Incubar a temperatura ambiente 48-72 horas.

f) Registrar las lecturas de las 48 y 72 horas. Respectivamente en la

hoja de resultados.

Continuar con el procesamiento de los mohos que han fructificado

de la prdctica anterior.

30
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VI. Resultados
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Semana /: Sesion |
Identificacion de Malassezia sp.

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

|dentificar y conocer las especies del género Malassezia.

ll. Fundamento tedrico

Las levaduras del género Malassezia son capaces de producir di-
ferentes patologias que ven desde su ubicacién en la parte més
superficial de la piel hasta sistémicas, por ello su identificacién es
importante para los clinicos. Son levaduras lipofilicas y la mayoria
lipodependientes.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios
ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1




3.2. Materiales

Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA

ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Asas Khole Nitron Cinco
5 Placa petri estéril de 15 x Plastico Cinco
90 mm
3 Laminas cubreobjetos Vidrio Diez
4 Laminas portaobjetos Vidrio Diez
5 Tubos de 16 x 150 mm Vidrio Diez
6 Agua estéril Liquido Diez
v Pipeta automdtica de Material Cinco
5ul
8 Punteras Material Diez
9 Pipetas de 5 ml estériles Material Cinco
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Bafio maria a 35 °C Equipo Uno
2 Cdmara de incubacion Equipo Uno
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 Organismos control cepa Uno
(Malassezia furfur) P
Frasco con 60 ml de
2 ogsr Saboraud de>.<trosc1 Medio de cultivo Cinco
2 % con Cloranfenicol -
cicloheximida (ASDCC)
3 Tween 20, 40, 60y 80 Inhibidores Uno
4 Peroxido de hidrogeno Antiséptico 10ml
10 vol.
5 Agar esculina en tubo Agar - inhibidor Cinco

33
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IV. Indicaciones

Mantener las normas bdsicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

5.1. Prueba de utilizacion de Tween

a)

b)

Derretir el frasco con los 60 ml de agar y enfriarlo a 50 °C.

Hacer una suspensién del cultivo problema en 5 ml de agua des-
tilada estéril, ajustar a una concentracién de aproximadamente
105 células / ml.

Coger 2 ml de la suspensiéon indicada anteriormente y agregar al
agar derretido.

Mezclar vigorosamente y verter en una placa petri de 90 mm de

didmetro y dejar que solidifique.

Practicar sobre el agar cuatro hoyos equidistantes con la ayuda

de un sacabocado de 2 mm de didmetro y luego llenarlos con 5
ul de los Tween 20, 40, 60 y 80.

Incubar por siete dias a 32 °C.

Anotar el “patrén de tween especifico” del cultivo problema, mu-
chos aislamientos pueden darlo dentro de 2 o 3 dias de incuba-

ciéon.

Confrontar los resultados obtenidos con la tabla adjunta para la

identificacién del cultivo problema.
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Tabla. Physiological characteristics of M. japonica sp. nov.and other Malassezia species®

Growth Growth on mDixon® at Utilization of:
Species on SA” » . . i 10% 0.5% 0.5% 0.1%

af 32°C szc src 40°c Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80

M. japonicasp. nov. - + + - + — -+ + _

M. slooffiae? - + + + + +or + + _

M. sympodialis? - + + + + — + + +

M. furfur? - + + + + + + + +

M. dermatis - + + + + + + + i

M. globosa® - + +or — — + — - _ _

M. obtusa? - + + or + - + - - _ _

M. restricta” - + + — — - _ _ _

M. pachydermatis? + + + + +or + - + + +

@+ ,positive; —,negative; +,weakly positive.

b SA, Sabouraud dextrose agar.
< mDixon, modified Dixon agar.
9 Data are from Guého et al. (7).

Fuente: Tomado de Sugita et al (2003). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC254348/

5.2.Prueba de la catalasa

a) Con el asa de Khole, hacer un frotis del cultivo sobre una ldmina

portaobjetos
b) Adicionar una gota de peréxido de hidrégeno 10 vol.
c) Prueba de hidrolisis de esculina

d) Con el asa de Khole, inocular el agar esculina por puntura pro-

funda con un cultivo fresco.
e) Incubar por 5 dias a 32 °C.

f) Enfocar y esquematizar lédminas patrones de lesiones provenien-

tes de pitiriasis versicolor.

VI. Resultados
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Semana 9: Sesion |
Examen e identificacion de cultivos de dermatofitos

SeccCion: ...ceveeeeeee. APEIIAOS Y NOMDIES: ....vviiiiiiiiiiiiieeeee e e e e
DIOCENTE: ..ottt ettt et ettt et et e e be et et e eeaeeneeenes Fecha: ....... /e /2022

Duracién: 60 min. Tipo de practica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Reconocer e identificar dermatofitos causantes de tihas en nuestro

pais.

Il. Fundamento tedrico

Los dermatofitos son un grupo de hongos causantes de la dermato-
fitosis, se les agrupa en tres géneros (trichophyton, epidermophyton
y microsporum).

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

item Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirurgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1




3.2. Materiales
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item Material Caracteristica Cantidad
1 Asas Khole Nitron
> Placa petri estéril de 15 x Vidrio Cinco
90 mm
3 Ladminas cubreobjetos Vidrio Diez
4 Ladminas portaobjetos Vidrio Diez
5 Tubos de 16 x 150 mm Vidrio Diez
6 Agua estéril Liquido 100 ml
7  Pipeta automdtica de 5 ul Equipo Cinco
8 Punteras Plastico Diez
9 Pipetas de 5 ml estériles Vidrio Cinco
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Autoclave Olla Uno
3.4. Insumos
item Insumos Caracteristica Cantidad
1 Cepa de Migrosporum Cepa Uno
canis
> Cepa de Microsporum Cepa Uno
gypseum
3 Cepa de Trichophyton Cepa Uno
rubrum
o CommdeTE
5 Cepa de trichophyton Cepa Uno
tonsurans
6 Azul de lactofenol Colorante 10ml
7 Agar urea de Christensen Medio de cultivo Cinco
8 Medio arroz Medio de cultivo Cinco
9 Agar papa dextrosa Medio de cultivo Cinco
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IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

a) De las cepas suministradas, realizar exdmenes directos con ALF

b) Visualizar y esquematizar estructuras propias de las diferentes
especies de dermatofitos.

c) Inocular los dermatofitos sobre agar urea de Christensen, medio
de arroz y agar papa dextrosa. Registrar los resultados desde los
tres dias hasta las dos semanas.

VI. Resultados
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VII. Conclusiones
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Semana 10: Sesion |
Examen e identificacion de cultivos de hongos demateaceos,
Sporothrix schenckii

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......oiiiiiiiiiiiiec e
DOCENTE: ...ttt et Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Reconocer e identificar a mohos demateaceos de importancia médi-

ca y a Sporothrix schenckii.

ll. Fundamento tedrico

Revisar las PPT de la clase teérica que se ubica en el aula virtual.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

item Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirurgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1




3.2. Materiales
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ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Asas Khole Nitron Cinco
5 Placa petri estéril de 15 x Vidrio Cinco
90 mm
3 Laminas cubreobjetos Vidrio Diez
4 Laminas portaobjetos Vidrio Diez
5 Tubos de 16 x 150 mm Vidrio Diez
6 Agua estéril Liquido 100ml
v Pipeta automdtica de Equipo Cinco
Sul
8 Punteras Pldstico Diez
9 Pipetas de 5 ml estériles Vidrio Cinco
3.3. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 Cepa de demateaceos Cepa Uno
5 Cepa de Sporpthnx Cepa Uno
schenckii
3 Azul de lactofenol Colorante 10 ml
4 Agar urea de Christensen Medio de cultivo Cinco
5 Medio arroz Medio de cultivo Cinco

IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos:

* De las cepas suministradas, realizar exdmenes directos con ALF.
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* Visualizar y esquematizar estructuras propias de las diferentes
especies de demateaceos y Sporothrix schenckii.

* Enfocar y esquematizar [dminas patrones de microcultivos y cor-

tes histologicos.

VI. Resultados
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VIII. Sugerencias y/o recomendaciones
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Semana 11: Sesion |
Examen de preparaciones microscopicas de H. CapsulatumyP.
Brasiliensis

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......oiiiiiiiiiiiiec e

DOCENLE: ...

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Fecha: ....... /

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en

todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Reconocer e identificar a H. capsulatum y P brasiliensis

Il. Fundamento tedrico

La histoplasmosis es una infeccién aguda, subaguda o crénica pro-

ducida por especies del género Histoplasma. Revisar clase de la

semana.

lll. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Prendas y accesorios

ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de dirill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1
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3.2. Materiales
ftem Material Caracteristica Cantidad
Montaje permanente de _ .
! cultivos de H. capsulatum Lamina preparada cinco
5 Cortes histoldgicos de H. Lamina preparada Cinco
capsulatum
Montaje permanente de I )
3 cultivos de P. brasiliensis Lamina preparada Cinco
4 Cortes hISt(?l.OgK.:OS de P Lamina preparada Cinco
brasiliensis

lll. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

IV. Procedimientos

Enfocar y esquematizar léminas patrones de microcultivos y cor-
tes histolégicos.

V. Resultados
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VI. Conclusiones
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Semana 12: Sesion |
Aislamiento de hongos de fuentes naturales

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Conocer y utilizar las diferentes técnicas empleadas en la recupera-

cién de hongos a partir de fuentes naturales.

ll. Fundamento tedrico

Los hongos son organismos cosmopolitas, se encuentran sobre una
gran diversidad de hdbitat (suelo, aire, agua, plantas, animales,

efc.).

Los hongos por su hdbitat natural especifico se clasifican como geofi-
sicos, acudticos, zoofilicos, fitofilicos o antropofilicos. Se les puede
aislar de fuentes no naturales como superficies de mesas, catéteres,

estufas, aire acondicionado, microscopios, entre otros.

Existen diversidad de técnicas que nos permiten aislar diferentes es-
pecies de hongos a partir de variados sustratos. En determinados
casos, es necesario utilizar medios especiales que faciliten el aisla-

miento de dichos hongos.
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lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirurgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1

3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad

1 Tubercu|o§ y frutas Colonias naturales Cinco
contaminadas
2 Tierra de jardin Tierra natural 200 g
3 Solucion salina fisioldgica  Liquido con electrolitos 200 ml
4 Agua destilada Liquido 200 ml
5 Tubos de 13 x 100 mm Vidrio Cinco
6 Pipetas Vidrio Cinco
7 Asas de Khole Nitron Cinco
8 Gradilla Pldstico Cinco
9 Placas petri Vidrio Cinco
3.3. Equipo

ftem Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopios metal Uno
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3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 A. Micobiotic Medio de cultivo Cinco
2 A. Papa dextrosa Medio de cultivo Cinco

3 A Extracto de. malta- Caldo de cultivo Cinco
cloranfenicol

IV. Indicaciones

* Mantener las normas bdésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

5.1. Inoculaciéndirecta
a) Con el asa micolégica, coger una pequeia porcién de la mues-

tra, proveniente de fruta o tubérculo infectado por hongos.

b) Inocular por puntura con el asa micolégica sobre el agar papa
dextrosa.

c) Incubar a temperatura ambiente por una semana.

5.2. Exposicion de placas al medio ambiente
a) Las placas de A. Sabouraud y micobiotic exponerlas al medio

ambiente elegido, por 15 minutos.

b) Incubar a temperatura ambiente por una semana.

5.3. Técnica de dilucion en placa

a) Se usa 1 ml de suspensién como inéculo sobre agar extracto de

malta-cloranfenicol en placa.
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b) 1 mlde dil. 2 en 9 ml de agua estéril = 1/1000 x 1/10, dilucién
1: 10,000.

c) Cuando las placas y el agua destilada estéril estén preparadas,
hacer las diluciones prescritas. Agitar cada una de las
suspensiones vigorosamente para romper agregados de suelo
y extraer la muestra rdpidamente cuando la suspensién esté en
movimiento.

d) Dispensar la dilucién final, T ml por placa, de 4-6 placas.

e) Después de 3-6 dias de periodo de incubacién a temperatura
ambiente, contar las colonias por placa que tengan entre 10 y
100 colonias y promediar (para el cdlculo de propdgulos en 1
gramo de suelo); entonces aislar una colonia por picado de la
punta de una hifa a tubos inclinados con agar extracto de malta.

f) Vigilar los cultivos hasta dos semanas.

g) Célculo de nimero por gramo de suelo: nUmero promedio de
propdgulos por placa X factor de dilucién.

VI. Resultados



Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA




Cuarta unidad




Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA

Semana 13: Sesion 1
Examen y procesamiento de muestras clinicas

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Aislar e identificar agentes productores de micosis superficial y cuténea.

ll. Fundamento tedrico

Las micosis tienen como agentes a mohos y levaduras. Las mds fre-
cuentes en el laboratorio de micologia son las micosis superficiales
y cuténeas; se pone énfasis especial en el aislamiento e identifica-
cién de estos agentes. Para lograr este objetivo, complementamos el
diagnéstico clinico con los hallazgos en el laboratorio de micologia.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios
ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1
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3.2. Materiales

ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Aceite de oliva Aclarante Cinco
2 Laminas portaobjetos Vidrio Diez
3 Laminas cubreobjetos vidrio Diez
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios metal Uno
2 Estufa 35 °C metal Uno
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
1 A. Saboraud Medio de cultivo Cinco
2 A. Micobiotic Medio de cultivo Cinco
3 Tinta china Colorante 20 ml
4 KOH 20 % Aclarante 20 ml
5 Azul de lactofenol Colorante 20 ml

IV. Indicaciones

Mantener las normas bésicas de bioseguridad.

V. Procedimientos

De acuerdo con los conocimientos y destrezas adquiridos, aislar e

identificar los agentes productores de micosis en las muestras clini-

cas asignadas.
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VI. Resultados
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Semana 14: Sesion 1
Susceptibilidad antigtngica por disco difusion (M44-A-2004)

Seccion: ................. APellidos Y NOMDBIES: .......oiiiiiiiiiiiec e e
DOCENTE: ...ttt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 60 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (x)

Instrucciones: Tener a la mano los materiales solicitados en forma individual
y tener mucho cuidado con la manipulacién de los simuladores. Usar en
todo momento del guardapolvo, mascarilla, guantes y cofia.

|. Propdsito

Describir los procedimientos de laboratorio para la determinacién
de susceptibilidad antifdngica para especies de Candida mediante
el método de disco difusién.

Il. Fundamento tedrico

En los Ultimos afos se ha vuelto una necesidad realizar pruebas de
susceptibilidad antifingica de mdés facil disponibilidad. La prueba
de susceptibilidad antifdngica por disco difusion (M44-A-2004)
provee y establece la metodologia por disco difusiéon para especies
de Candida, interpretacién de resultados para fluconazol y rangos
de control de calidad para fluconazol y voriconazol.

lll. Equipos, materiales y reactivos

3.1. Prendas y accesorios

ftem Prendas Caracteristica Cantidad
1 Guardapolvo Mandil de drill 1
2 Guantes Quirdrgicos 1
3 Mascarillas N.95 1
4 Lentes protectores Visores 1
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ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Estadndar de turbidez Mc Medio estdndar de Cinco
Farland 0.5 turbidez
2 Hisopos de algoddn Estéril Cinco
3 Solucion salina fisioldgica  Liquido con electrolitos 200 ml
4 Regla Pldstico de 20 cm Cinco
3.3. Equipo
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Estufa de 35 °C Metal Uno
2 Turbidimetro de Mc Fotometro Uno
Farland
3.4. Insumos
ftem Insumos Caracteristica Cantidad
A. Mueller - Hinton con
1 glucosa 2%y O.5lug/ Medio de cultivo Cinco
ml de azul de metileno
(AMH+GMB)
2 Fluconazol Farmaco de 25 mg Cinco
3 Variconazol Farmaco de 25 mg Cinco

IV. Indicaciones

Mantener las normas bdsicas de bioseguridad.
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V. Procedimientos

a) Preparar un inéculo de la levadura a testar y ajustar a la escala
0.5 Mc Farland, equivale a 1 x 106 a 5 x 106 células por ml.

b) Sumergir y humedecer el hisopo de algodén estéril en la suspen-
sién del indculo.

c) Remover el exceso de humedad por rotacién del hisopo en el
interior de la pared del tubo por encima del nivel del fluido.

d) Estriar el hisopo sobre el medio AMH+GMB dos o mds veces,
rotando aproximadamente 60° cada vez.

e) Los discos se dispensan sobre la superficie del agar, presionando
ligeramente.

f) Las placas se invierten y se colocan en la estufa a 35 °C. por 24
h.

VI. Resultados

* Medir los didmetros de las zonas de inhibiciéon completa, usando
una regla, interpretando con los rangos establecidos (fluconazol
25 ug, sensible 19 mm y resistente menor o igual a 14 mm).

60



Guia DE LABORATORIO: MiCOLOGIA

VII. Conclusiones
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Anexo: Atlas micologico

Figura 2. Lesién del cuero cabelludo producido por un dermatofito

Nota: Lesién del cuero cabelludo producido por un dermatofito, tifia capitis,
agente Trichophyton tonsurans. Tomado de https://bit.ly/37T4ENe

Figura 3. Técnica de Dalmau

http://www.higiene.edu.uy/parasito/trabajos/identlev.pdf
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