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INTRODUCCION

| Instituto Nacional de Salud a través del Centro Nacional de Salud Publica,

promueve el fortalecimiento y la capacidad de respuesta del Sistema
Nacional de la Red de Laboratorios en Salud Publica. En tal sentido, la calidad
de respuesta se enmarca en generar evidencias con metodologia reproducible,
estandarizada nacional e internacionalmente.

En este contexto, el Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de Salud
Publica del Instituto Nacional de Salud (INS) ha elaborado el presente
Atlas como complemento del Manual de Procedimientos Técnicos para el
Diagnostico Micoldgico, que muestra en fotos las caracteristicas macroscépicas
y microscopicas de los agentes causales de las micosis, aislados a partir de
muestras clinicas representativas.

Los autores
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1. SECCION 1. GENERALIDADES

1.1

OBJETIVO

Presentar imagenes de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas como alternativa
grafica de identificacién de los agentes causales de las micosis.

1.2 AMBITO DE APLICACION

Se aplica en los laboratorios de establecimientos de salud que llevan a cabo el diagndéstico
directo, cultivo y tipificacion de la micosis humana a partir de muestras de pacientes
hospitalizados y pacientes ambulatorios.

1.3

RESPONSABILIDADES

El Centro Nacional de Salud Publica (CNSP) a través de su Direccion Ejecutiva de
Enfermedades Transmisibles es responsable de autorizar la elaboracién, revisiéon y
actualizacién del presente manual, de acuerdo con los procedimientos aprobados por el
Instituto Nacional de Salud (INS).

Los jefes o responsables de los laboratorios de salud deben asegurar el control de calidad
interno, la idoneidad del personal, equipos, materiales, reactivos e instalaciones.

El personal del establecimiento de salud es responsable de planificar las acciones,
organizar, controlar y cumplir las disposiciones contenidas en el presente manual.

El personal médico, técnico y operativo es responsable de seguir las especificaciones
técnicas contenidas en el presente manual y aplicar los procedimientos especificos
indicados.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos d e laboratorio para la obtencion y
envio de muestras. Lima: INS; 1997. Serie de Normas Técnicas N.° 15.

Instituto Nacional de Salud. Manual de bioseguridad en laboratorios de ensayo, biomédicos
y clinicos. 3 ed. Lima: INS; 2005. Serie de Normas Técnicas N.° 18.

Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos y técnicas de laboratorio para
el diagnostico de micosis oportunistas y profundas. Lima. INS; 1997.Serie de Normas
Técnicas N.° 23.

Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos y técnicas de laboratorio para la
identificacion de principales hongos oportunistas causantes de micosis humanas. Lima:
INS; 2007. Serie de Normas Técnicas N.° 44.
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Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos técnicos para el diagnostico
micoldgico. Lima: INS; 2017.

Peman, Javier; Martin-Mazuelos Estrella; Rubio Calvo, M. Carmen. Guia préactica.
Identificacién y diagnostico en Micologia clinica. Revista Iberoamericana de Micologia.
Edicion Ergon. Madrid, Espana. 2001.

Arango, Myrtha; Castafeda, Elizabeth. Micosis humanas. Procedimientos diagndsticos.
Examenes directos. Editorial Presencia. Santafé de Bogota. 1995.

Negroni, Ricardo. Manual de procedimientos para laboratorios de Micologia Medica.
Buenos Aires, Argentina. 2000.

Campbell, Mary; Stewart, Joyce. The Medical Mycology Handbook. Editorial United States
of America. 1980.

Lépez-Martinez R, Méndez-Tovar LJ, Hernandez-Hernandez F, Castanon-Olivares R.
Micologia médica: Procedimientos para el diagndstico de laboratorio. Edit. Trillas. México
D.F. 1995.

Koneman, Elmer; Roberts, Glenn. Micologia: Practica de Laboratorio. Editorial Médica
Panamericana. Buenos Aires. 1992.
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2. SECCION 2. ESTRUCTURAS FUNGICAS

2.1. Artrosporas o artroconidios. Son esporas desarrolladas en una hifa terminal que al
madurar se separan.

Examen directo con KOH al 10 % infeccion endotrix

2.2. Clamidoconidio o clamidospora. Conidio talico, redondo, de pared gruesa y de gran
tamano, producido por modificacién de una célula hifal preexistente, considerada de
reproduccion o resistencia. Anteriormente conocido como clamidospora.

Clamidosporas de Candida albicans
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2.3. Conidiéforo. Hifa especializada sobre la cual se originan directa o indirectamente los
conidios.

2.4. Fialide. Estructura conidiégena 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.
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2.5. Esporangiospora. Espora asexual que se produce dentro de un esporangio.

10
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2.7. Esporangio6foro. Hifa especializada portadora de un esporangio.
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2.8. Gemacion. Forma de multiplicacion de las levaduras en donde la célula hija se desarrolla
a partir de un brote (gema o yema) de la célula madre.

2.9. Hifa. Se visualiza como elemento hialino de forma alargada y/o tabicada. Representa la
unidad estructural de la mayoria de hongos.

Examen directo con KOH al 10 % hifas hialinas

12
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2.10. Hifa en espiral. Hifa torcida es espiras.

Trichophyton mentagrophytes observacion con azul de lactofenol 40X

13
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2.11.Levadura. Hongo unicelular redondeado u ovoide que se reproduce sexual o asexualmente.

2.12.Macroconidio. Se denomina también husos. Son conidios que pueden alcanzar tamafo
muy grande por estar constituidas por varias células pueden tener una o dos paredes
externas, lisas o rugosas; poseen dos extremos, uno basal, que les sirve para insertarse,
y otro distal; este Ultimo puede ser puntiagudo, rombo o doblado; las macroconidias
pueden nacer solitarias o bien en grupos o en racimos; en la generalidad de los casos se
forman a partir de conidiéforos.

Microsporum canis observacion con azul de lactofenol 40X

14
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2.13. Métula. Rama estéril situada debajo de las fidlides en los géneros Aspergillus y Penicillium.

2.14.Micelio. Conjunto de hifas que constituye el cuerpo (talo) de un hongo.

15
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2.15.Micelio Aéreo. Micelio que se desarrolla sobre el sustrato y en el cual se encuentran las
estructuras reproductoras.

FoToGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS

2.16.Micelio vegetativo. Conjunto de hifas que se desarrollan en el interior del sustrato y su
funcién principal es nutricional.

FotoGraFo: JAVIER FERNANDEZ RoJAS

16
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2.17.Microconidios. Se denominan también aleuries, son muy pequefas y generalmente
unicelulares; son en la mayor parte de los casos sésiles y se forman desordenadamente,
en general presentan la forma ovoide o ligeramente alargadas.

Cultivo de Trichophyton tonsurans agar Sabouraud glucosado

Cultivo de Trichophyton rubrum en agar papa dextrosa

17
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2.18.Septo. Elemento formado de la pared de la hifa, limitando una articulacién, pero
permitiendo la circulacién citoplasmatica entre las células por uno o varios poros.

Examen directo con KOH al 10 % hifas hialinas septadas

18
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2.19.Seudohifa. Estructura filamentosa resultante del desarrollo de blastoconidios que
permanecen unidos por sus extremos, aunque la separacién entre cada célula es completa
y no existe comunicacion citoplasmatica.

2.20.Tubo Germinativo. Primordio hifal a partir de un conidio

Tubo germinativo. Candida albicans
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2.21.Uniseriada. Cabeza aspergilar en la cual se observa que las fidlides se originan
directamente de la vesicula y que carecen de metulas.

3. SECCION 3. MICOSIS SUPERFICIAL

3.1. Dermatofitos

Trichophyton rubrum observacién con azul de lactofenol 40X

20
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21
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Trichophyton mentagrophytes observacion con azul de lactofenol 40X

22
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Cultivo de Trichophyton mentagrophytes en varios medios de cultivo

e £

Cultivo de Trichophyton mentagrophytes en agar Sabouraud glucosado

23
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Cultivo de Trichophyton mentagrophytes en agar Sabouraud glucosado

24
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Trichophyton tonsurans observacion con azul de lactofenol 40X

Cultivo de Trichophyton tonsurans en agar Sabouraud glucosado
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Cultivo de Trichophyton tonsurans en agar Sabouraud glucosado

FotoGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS

Cultivo de Trichophyton tonsurans en agar papa dextrosa

FotoGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS
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Cultivo de Trichophyton verrucosum agar sabouraud Glucosado y agar papa dextrosa

Epidermophyton floccosum observacion con azul de lactofenol 40X

27
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Microsporum canis observacion con azul de lactofenol 40X

28
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Cultivo de Microsporum canis en agar papa dextrosa

FotoGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS

FoTtOGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS

29



ATLAS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Cultivo de Microsporum canis en medio arroz y agar micosel

Microsporum gypseum observacion con azul de lactofenol 40X

30
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Cultivo de Microsporum gypseum agar Sabouraud glucosado
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Cultivo de Microsporum gypseumn en agar papa dextrosa

32
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Microsporum distortum observacion en azul de lactofenol 100x
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Piedraia hortae observacion con azul de lactofenol 40X
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Cultivo de Piedraria hortae en agar papa dextrosa
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3.2. No Dermatofitos

Fusarium moniliforme

36
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Cultivo de Fusarium moniliforme en agar Sabouraud glucosado
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Observacion de Aspergillus fumigatus con azul de lactofenol 40X

3.3. Levaduras

Malassezia furfur en azul de metileno
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4. SECCION 4. MICOSIS SUBCUTANEA

4.1. Nocardia brasiliensis

39



ATLAS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Observacion en coloracion Gram de Nocardia brasiliensis

40



INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Cultivo de Nocardia brasiliensis en la prueba de la hidrélisis de la caseina

1 Agar Lowenstein-densen

2 Agar infusion cerebro corazén

3 Asimilacion de la glucosa

4 Prueba de la licuefaccién de la gelatina
5 Prueba de la asimilacion de la gelatina
6 Prueba de la Urea

7 Hidrolisis de la caseina

41
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Cultivo de Nocardia brasiliensis en agar Lowenstein-jensen
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4.2. Sporothrix schenckii

43
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Sporothrix schenkii observacion con azul de lactofenol 40X - fase filamentosa

Sporothrix schenkii observacion con azul de lactofenol 40X - fase levaduriforme

44
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Cultivo de Sporothrix schenckii

Colonias en fase micelial a 23 °C obtenidas en agar papa dextrosa a 15 dias de crecimiento

45
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Cultivo de Sporothrix schenckii en agar sangre

46
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Cultivo de Sporothrix schenckii en agar papa dextrosa y otros medios de cultivo

Medios de cultivo

o

a. Agar papa dextrosa (APD)
b.

Agar Sabouraud dextrosa (ASD)
Agar Mycosel (AMyc)
Agar Corn Meal (ACM)

47
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Observacion de estructuras de Sporothrix schenckii con azul de lactofenol 40X

Agrupaciones

Agrupadas en forma de ramillete
Sésiles, laterales a hifas

En forma de margarita

Libres

Simpodial, A partir de hifa

® a0 op
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Pruebas bioquimicas de Sporothrix schenckii

|-|||H.J.!.I!| cle %I':"' e

Muestra todas negativas

Muestra
filon. &-60

Bateria bioquimica.

Prueba de actividad ureasa

Licuefaccién de gelatina

Hidrolisis de almiddn

Actividad de enzima fenol oxidasa positiva

Sistema Api 20 C para asimilacion de carbohidratos
Negativo a prueba de hidrdlisis de caseina

o 00 OTp
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Lesiones presentadas en ratones por inoculacion via subcutanea de 1x 10¢ conidias/ML
obtenido de las 20 cepas clinicas de Sporothrix schenckii

Bateria bioquimica:

a) Presencia de eritema en zona de inoculacion

b) Formacion de pequefia papula en la zona de inoculacion
c) Lesion ulcerada cutanea (LUC)

d) Lesiones satélites (ingreso a via linfatica)

50
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Recuperacion de cepas de Sporothrix schenckii luego de realizar prueba de patogenicidad en
ratones inoculados via subcutanea

Recuperacioén del hongo Sporothrix schenckii

a. Cepas de Sporothrix schenckii sembradas en APD al ser obtenidas de la cola del raton,
tras terminar estudio de patogenicidad

b. Conidias encontradas al ser visualizadas al microscopio a un aumento de 400 x posterior
a la obtencion de la cola inoculada con cepas de Sporothrix schenckii

51
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5. SECCION 5. MICOSIS PROFUNDA POR HONGOS DIMORFICOS TERMICOS

5.1. Histoplasma capsulatum

Examen directo con azul de lactofenol del cultivo agar extracto de suelo (macroconidios
tuberculadas)

Cultivo de Histoplasma capsulatum en agar extracto de suelo

52
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Cultivo de Histoplasma capsulatum en agar Sabouraud glucosado

Fase filamentosa de Histoplasma capsulatum

5.2. Paracoccidioides brasiliensis

53
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Examen directo con KOH al 10 % Paracoccidioides brasiliensis

54
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Cultivo de Paracoccidioides brasiliensis en agar infusion cerebro corazén

Paracoccidioides brasiliensis, fase micelial. Observacion en azul de lactofenol 100x

e

55



ATLAS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO

6. SECCION 6. MICOSIS PROFUNDA POR HONGOS OPORTUNISTAS

6.1. Candida spp.

6.2. Aspergillus spp.

Observacion de Aspergillus fumigatus con azul de lactofenol 40X
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Aspergillus fumigatus

Cultivo de Aspergillus flavus en agar extracto de malta

57
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Observacion de Aspergillus flavus con azul de lactofenol 40X

Cultivo de Aspergillus flavus en agar extracto de malta
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Observacion de Aspergillus niger con azul de lactofenol
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Observacion Aspergillus terreus con azul de lactofenol
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Observacion Aspergillus clavatus con azul de lactofenol 40X

i ™

Cultivo de Aspergillus penicillioides en agar extracto de malta
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6.3. Cryptococcus neoformans

Observacion de la capsula del Cryptococcus neoformans en la prueba de la tinta china
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Cultivo de Cryptococcus neoformans en agar papa dextrosa

6.4 Geotrichum candidum

Observacion Geotrichum candidum con azul de lactofenol a 40X
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Cultivo de Geotrichum candidum en agar papa dextrosa
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7. SECCION 7. HONGOS AMBIENTALES

Cultivo de Cladosporium herbarum en agar extracto de malta

Cultivo de Fusarium solani en agar extracto de malta

FoToGRrAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS
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Observacion Fusarium solani con azul de lactofenol 40X

Cultivo de Fusarium oxysporum en agar papa dextrosa
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Cultivo de Trichoderma viride en agar papa dextrosa

Observacion Alternaria spp. con azul de lactofenol 40X
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Cultivo de Cladosporium spp. agar papa dextrosa
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Curvularia spp. observacion en azul de lactofenol 40x

Curvularia spp. observacion en azul de lactofenol 110x
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Nigrospora spp. Observacion en azul de lactofenol 40x

Nigrospora spp. Observacion en azul de lactofenol 100x

70



INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Aspergillus glaucus con ascosporas Observacion en azul de lactofenol 40x

Aspergillus glaucus con ascosporas Observacion en azul de lactofenol 40x
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Pseudallescheria boydii. Observacion en azul de lactofenol 100x
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Observacion Scedosporium spp. con azul de lactofenol 40X

Observacion Ulocladium spp. con azul de lactofenol 40X
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Observacion Verticillium spp. con azul de lactofenol 40X
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Cultivo de Penicillium expansum en agar papa dextrosa

FoToGRAFO: JAVIER FERNANDEZ ROJAS

Observacion de Penicillium expansum con azul de lactofenol 40X y 100X
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Cultivo de Rhizopus spp. en agar papa dextrosa

Observacion de Rhizopus spp. con azul de lactofenol 40X
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