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RESUMEN

INTRODUCCION: el objetivo de esta investigacién fue describir un método para la produccién de laminas de hongos para
ser usadas en docencia.

METODOS: un total de 420 bloques de agar de 28 especies de hongos fueron producidos y se evaluaron tres colorantes:
azul de lactofenol, azul vegetal y rojo vegetal.

RESULTADOS: la metodologia empleada permiti6 la visualizacién de estructuras conidiégenas intactas para la mayoria
de los hongos. Después de un afio de almacenamiento el 96,1 % de las 420 laminas preparadas permanecieron en buen
estado, tanto macroscépica como microscopicamente.

CONCLUSIONES: ]a metodologia de produccién de laminas implementada se consideré como innovadora, lo que permitira
facilitar el proceso de formacién y optimizara la forma de ensefiar la micologfa.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: the aim of this research was to
describe a method for producing fungi slides to be
used in teaching.

METHODS: a total of 420 agar blocks of 28 different
species of fungi were produced and three dyes were
evaluated: lactophenol blue, and plant-derived blue
and red.

ResuLts: the methodology allowed the visualization
of intact conidiogenous structures in most fungi. After
one year of storage, 96.1% of the 420 slides prepared
were in good condition, both macroscopically and
microscopically.

Concrusions: the implementation of fungi slides
was considered an innovative methodology to
facilitate the training process and optimize the way of
teaching mycology.

Keyworps: teaching, fungi, slides.

INTRODUCCION

La técnica de cultivo de hongos sobre liminas fue
descrita en 1946 por Johnson para asegurar el creci-
miento de especies patdgenas que crecen mas lento
que las especies de hongos contaminantes. Esto se
lograba al utilizar un medio que estimulara la espo-
rulacién abundante y rapida del hongo y el agar se-
leccionado fue agar papa dextrosa (PDA). El montaje
de laminas se propuso como una herramienta valiosa
para la toma de fotomicrografias y especialmente util
para los propdsitos de ensefianza.'?

El microcultivo de hongos es utilizado como
método de identificacién cuando las técnicas rapi-
das como la preparacién en fresco por diseccién o el
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montaje en cinta no permiten una visualizacion clara
de estructuras propias del hongo que posibiliten su
plena identificacion. > El método mas utilizado fue
desctrito por Riddell* en 1950, basado en colocar cor-
tes cubicos de agat en laminas ubicadas sobte varillas
de vidrio, las cuales se inoculaban con partes de mi-
celio en cada uno de los cuatro lados del agar, luego
se cubrian con una laminilla y se incubaban en una
camara himeda, que constaba de un trozo de papel
filtro mojado con agua y glicerol en el fondo de una
caja de Petri. Con este método se obtenfan montajes
con pocas alteraciones de las estructuras fungicas.*

Woo en 2010 describié un método de microculti-
vo en bloques de agar sobre laminas y capacidad de al-
macenamiento a largo plazo, dado que muchos de los
métodos descritos antiguamente no proporcionaban
estabilidad del montaje ni visualizacién de estructuras
incrustadas dentro del agar.’

En este articulo, se describe un método para pre-
parar bloques de agar coloreados con tintes vegetales
y azul de lactofenol, que permite la produccién de ma-
terial didactico, de utilidad para estudiantes y docentes
de la catedra de Micologia, gracias a su larga preserva-
cién y la presencia de estructuras fungicas completas
para el estudio de la conidiogénesis.

METODOLOGIA

Un total de 28 hongos aislados de muestras clinicas
y del ambiente, identificados y mantenidos en el ce-
patio de Micologfa de la Fundacién Universitaria de
Ciencias de la Salud fueron incluidos en el estudio.
De estos nueve fueron hongos hialinos, nueve fueron
hongos dematiaceos, siete fueron dermatofitos y tres
fueron Mucorales (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de los hongos utilizadas en este estudio®

Acremonium spp.
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Mohos Hialinos no dermatofitos Fusarium spp.
Paecilomyces spp.
Penicillium spp.
Trichoderma spp.
Verticillium spp.
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Microsporum nanum

Mohos Hialinos Dermatofitos Trichophyton ajelloi

Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Alternaria spp.
Bipolaris spp.

Botrytis spp.
Exserohilum spp.

Mohos Dematiaceos Nigrospora spp.

Neoscytalidium dimidiatum

Stachybotrys chartarum
Stemphylium spp.
Ulocladium spp.
Lichtheimia corymbifera
Mohos Mucorales Mucor spp.

Rhizopus spp.

Se probaron tres colorantes, solucién de azul de
lactofenol de Merck, colorante azul vegetal y coloran-
te rojo vegetal de Levapan® (1 ml colorante vegetal, 10
ml acido acético, 15 ml glicerina y 75 ml agua destilada
esterilizada).

Para preparar los bloques de agar para el creci-
miento de los hongos se utiliz6 un medio de cultivo
transparente y pobre en nutrientes utilizado para la
deteccién de especies de Acanthamoeba en muestras
oftalmolégicos (Agar Acanthamoeba de Merck) y que
contenfa NaCl 12 %, MgSO,.7H,O 4 %, Na,HPO,
14,2 %y CaCl,.2H,O.
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Clinico Moderado-rapido 5-7
Clinico Répido 3
Clinico Répido 3
Ambiental Répido 3
Clinico Réapido 4
Clinico Répido 3
Ambiental Réapido 4
Ambiental Réapido 5
Ambiental Rapido 4
Clinico Moderado 6-10
Clinico Moderado-rapido 6
Ambiental Moderado 7
Ambiental Moderado 7
Clinico Moderado 7-10
Clinico Moderado - lento 14
Clinico Moderado - lento 12
Ambiental Rapido 5
Ambiental Répido 5
Ambiental Répido 5
Ambiental Répido 5
Ambiental Réapido 4
Clinico Réapido 3
Ambiental Moderado-rapido 7
Ambiental Rapido 5
Ambiental Rapido 5
Ambiental Rapido 4
Ambiental Rapido 4
Ambiental Rapido 4

Los hongos fueron sembrados por puncién en
cinco puntos de la caja de agar Acanthamoeba en ca-
bina de seguridad bioldgica clase II. Las cajas se in-
cubaron a temperatura ambiente. Se realizé revision
diaria del crecimiento microscopicamente bajo 5X, se
chequeé la formacién de micelio y de conidias hasta el
dia 15 para los dermatofitos. Al observar las estructu-
ras de reproduccién en cantidad abundante para cada
hongo, se realizé un corte del agar con bisturf estéril
para obtener un bloque de agar de 1,5 cm, teniendo
como centro el punto del inéculo inicial del hongo.



Hechos Microbiol. 2018;9(1-2):20-27

El bloque de agar se ubicé sobre una lamina que
tenfa previamente una gota de colorante y se coloc
una segunda gota de colorante sobre el bloque de agar
para finalmente cubrirlo con una laminilla. Los mon-
tajes se llevaron a deshidratacién a temperatura am-
biente en una bandeja plana y se cubrieron con papel
vinipel para evitar contaminacién, hasta obtener un
grosor del bloque de agar de 1 mm, usualmente por
48 h. El montaje fue sellado por todos los bordes con
resina para asegurar el almacenaje a largo plazo.

Para cada coloracién se procesaron cinco liminas
por hongo y se disefié un formato de evaluaciéon de
la calidad de los montajes, en el que se calific6 de 0 a
5 la calidad de cada montaje. Los criterios fueron: fa-
cilidad de visualizar el hongo, calidad de la tincién de
las hifas y de las estructuras conidiégenas completas
del hongo. Se determiné el comportamiento de cada
coloracién para cada grupo de hongos de acuerdo al
porcentaje total generado. Estas evaluaciones se tea-

lizaron en la semana 1y 2, en el mes 1, 3y 6, y al afio
de realizarse los montajes.

Se gener6 una hoja Excel y se analizaran los datos
en Statal3. Se realizé andlisis univariado con detet-
minacién de frecuencias. Se realizé un video demos-
trativo para explicar la metodologia, el cual puede ser
consultado en http://youtu.be/wplgKO_x4Wk

RESULTADOS

Un total de 420 bloques de agar con las 28 especies de
hongos y con ratas de crecimiento diferentes fueron
preparados (Tabla 1);° se evaluaron 140 liminas para
cada coloracion. El proceso fue sencillo, de bajo cos-
to y reproducible. Los montajes permitieron observar

en detalle las estructuras fungicas importantes para su
identificacion (Fig. 1).

Figura 1. A: Rhizopus spp. B: Neoscytalidium dimidiatum. C: Trichoderma spp. D: Aspergillus flavus. E: Cladophialophora carrionii. F:
Scedosporium. G: Exserohilum spp. H: Botrytis spp. |: Epicoccum spp. J: Paecilomyces spp

Figura 2. Comparacion microscopica de los colorantes Azul de Lactofenol (A-F), Azul vegetal (G-L) y Rojo Vegetal (M-R). Aspergillus
fumigatus: A, G, M; Penicillium spp.: B, H, N; Fusarium spp.: C, |, O; Stemphylium spp.: D, J, P; Alternaria spp.: E, K, Q; Mucor spp.: F, L, R
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El crecimiento de los hongos se origind desde el
punto de inoculacién primaria y se fue irradiando ha-
cia afuera, por esta razén fue importante tener como
centro de corte del bloque de agar el punto de inocu-
lacién. Gracias a la caracteristica de transparencia del
medio se determiné microscopicamente el momento
de abundante reproduccion para realizar los cortes de
agar sin generar contaminacién del cultivo, los tiem-
pos de maduracién fueron entre 7 y 17 dfas, depen-
diendo del hongo.

En hongos hialinos se logré diferenciar los mice-
lios septados de los cenociticos con la coloracién de
azul de lactofenol (Fig. 1: I H, J), con los colorantes
azul y rojo vegetal la identificacion de los septos fue
dificil (Fig. 1: A, C, D). En hongos dematiaceos los
septos se identificaron muy bien con colorante rojo
vegetal y azul de lactofenol (Fig. 1: B, E, I).

Se identificaron facilmente las estructuras de re-
produccién, como las esporangiosporas, microconi-
dias, macroconidias y artroconidias con las tres colo-
raciones. La técnica permitié observar conidiéforos
intactos y estructuras que normalmente se destruyen
en los montajes con agujas o cinta, como es la célula
pie de Aspergilius (Figura 1: D) o cadenas de conidias
unidas a las fidlides de Paecilomyces spp. (Figura 1: J),
Cladophialophora carrioni (Figura 1: BE) y Penicillinm spp
(Fig. 2 B.Hy N).

Los porcentajes de evaluacién para cada coloracion
son presentados en la tabla 2. Para los montajes de
hongos hialinos se obtuvo un porcentaje del 87,5 %,
para los colorantes azul de lactofenol y azul vegetal,
se observé que el micelio tomé el tinte, asi como las
estructuras de reproducciéon tipo conidiéforos, vesi-
culas, métulas, fidlides y conidias de Aspergillus spp. y
Penicillum spp., las macroconidias de Fusarium spp. y las

conidias en racimo tipicas de Trichoderma spp. se iden-
tificaron facilmente. En las preparaciones con rojo ve-
getal algunas estructuras fueron dificiles de visualizar
con un 66,7 % (Fig. 2).

El grupo de dermatofitos evaluado presento el
porcentaje mas bajo (50 % con rojo vegetal), siendo
dificil la visualizacién de estructuras especiales como
las hifas en espiral y la organizacién de las microconi-
dias. Las macroconidias fueron identificadas unidas al
micelio y fue posible contar el nimero de l6culos con
azul de lactofenol (Fig. 1 H) y azul vegetal.

El mejor comportamiento de las coloraciones se
presentd con los hongos dematiaceos con un 100 %
para los tres tipos de colorante, dado que el pigmento
oscuro de melanina generé un buen contraste para la
observacion e identificacién de estructuras micéticas
como micelio, conidiéforos y conidias de Alternaria
spp. v Ulocladium spp. (Fig. 2).

Para los Mucorales se observé una buena calidad
de tincién con los tres colorantes con un 83,3 % para
la tincién con azul de lactofenol y azul vegetal y un
66,6 % para el rojo vegetal en la totalidad de ldmi-
nas (Fig. 2). Se presentd dificultad en la realizacién
del montaje por el micelio aéreo extenso formado y
al momento de colocar el cubreobjetos se dafiaron las
estructuras aéreas reproductivas caracteristicas de este
tipo de hongos.

Las liminas obtenidas por esta metodologia se
revisaron macroscopica y microscopicamente un afio
después de preparadas y el 96,1 % permanecieron en
buen estado (Fig. 3). Las laminas en mal estado co-
rrespondieron a 5 de dermatofitos con azul vegetal,
5 de dermatofitos con rojo vegetal y 6 de Mucorales
con azul vegetal.

Tabla 2. Porcentajes de evaluacion de las coloraciones azul de lactofenol, azul vegetal y rojo vegetal para los diferentes grupos de hongos

Azul de lactofenol | Azul vegetal | Rojo vegetal

Hialinos no dermatofitos 87,5 %
Hialinos Dermatofitos 83,3%
Dematiaceos 100 %
Mucorales 83,3 %
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87,5% 66,7 %
83,3 % 50 %

100 % 100 %
83,3 % 66,6 %
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Figura 3. Comparacién del estado de las ldminas producidas
tiempo ceroy 1 ano

DISCUSION

En las ultimas décadas la incidencia de las micosis
ha aumentado y su diagndstico se basa en la correcta
identificacion microscopica de los hongos. La enorme
cantidad de hongos patdgenos dificulta su ensefianza
durante el curso de micologia, principalmente por no
tener acceso a todas las especies para realizar cultivos.
Por esta razén es necesario aplicar nuevos enfoques y
estrategias a los sistemas de educacién que permitan la
transformacion de la enseflanza y el aprendizaje.

La identificacién de los hongos filamentosos se
basa en la observacion de estructuras especializadas
de reproduccién asexual. Esto se logra por la prepa-
racién de laminas por la técnica de disgregacion, que
generalmente desintegra las estructuras. Otra forma
es utilizar el método de Porto (cinta adhesiva transpa-
rente), que permitira observar intactas las estructuras,
pero la preparacién debe ser observada inmediata-
mente y no permite su almacenamiento. Infortunada-
mente las ldminas obtenidas por este método no se
mantienen por mas de 15 minutos y por consiguiente
no pueden ser usadas con fines de docencia.’

Woo et al.®, propusieron la preparacién de bloques
de agar, trabajaron inicialmente con diferentes medios
de transporte, agar Sabouraud dextrosa, medio de ho-
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jas de clavel y agar Acanthamoeba; el trabajo preli-
minar mostré que el medio de Acanthamoeba era el
mejor para promover la conidiogénesis de la mayorfa
de los mohos debido a su nivel extremadamente bajo
en nutrientes. En 2010, preservaron 510 laminas de
137 especies de hongos empleando este medio.” En
el presente estudio, el agar Acanthamoeba nos pet-
miti6 el crecimiento de las 28 especies de hongos, su
baja concentraciéon de agar (1,5 %) permitié que el
desarrollo de las estructuras de los hongos se diera
dentro del agar y no en la superficie como en la ma-
yorfa de crecimientos en placa de agar. Los tiempos
de maduracién de los hongos fueron mas largos que
los propuestos por Larone® (Tabla 1). Para los derma-
tofitos de crecimiento lento, se requitié un tiempo de
incubacién mas largo para la formaciéon de esporas,
por ejemplo, las macroconidias de Microsporum canis se
comenzaron a observar en el dia 15 y solo hasta el
difa 20 su cantidad era abundante para realizar los blo-
ques de agar. Se comprueba que el medio aporta los
nutrientes basicos como sales, proteinas y agua para
permitir el crecimiento y esporulaciéon de diferentes
especies de hongos.

Adicionalmente los bloques se deshidrataron rapi-
damente (48 h), favoreciendo que el colorante no se
desecara antes de ser sellado con la resina.

La metodologia empleada permitié la visuali-
zacién de estructuras conidiégenas intactas para la
mayotia de los hongos. Se utiliz6 el colorante Azul
de Lactofenol, colorante de uso general en micolo-
gia, y que actia como agente aclarante por la accién
combinada del fenol y el 4cido ldctico, mientras que
el colorante Azul de algodén se une a la quitina de
las paredes celulares de los hongos, que quedan tefii-
das de azul oscuro.® Adicionalmente, se evaluaron dos
tintes utilizados en la industria alimenticia para buscar
una alternativa al uso habitual del azul de lactofenol,
colorante que contiene fenol, un quimico que puede
causar problemas por contacto directo y dafios créni-
cos por exposicidn repetitiva.” Ademads se debe tener
un control especial para la eliminacién de residuos y
productos a base de fenol que debe ser realizado por
un gestor autotizado."” En el Convenio de Basilea,
en su Anexo VIII lista A, la Agencia de Proteccién
Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA, por
sus siglas en inglés) y en la Resolucién del Consejo
de la Unién Europea (CEE, por sus siglas en inglés)
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se incluyen los compuestos fendlicos contaminantes
prioritarios en funcién de su frecuencia de aparicién,
toxicidad y persistencia.'

Gonzilez et al. en 2011 evaluaron dos colorantes
de origen vegetal que contienen grupos cromoéforos
los cuales poseen la propiedad de colorear las super-
ficies a las cuales son sometidas y grupos auxocro-
mos que intensifican el colot.' La tincién con los co-
lorantes vegetales empleados en este estudio presenté
buenos resultados en los montajes realizados para los
diferentes grupos de hongos. Con el rojo vegetal se
obtuvo un buen contraste para los hongos pigmen-
tados permitiendo obtener montajes de excelente
calidad, pero se dificultd la visualizacién de hongos
hialinos por la intensidad del color rojo que interferia
con la identificacién de las estructuras representativas
(Fig. 2). El azul vegetal mostr6 ser de gran utilidad en
la realizacién de los montajes de todo tipo de hongos,
tanto hialinos como pigmentados dado que permitié
contrastar la tonalidad del montaje y su color azul-
verdoso result6 agradable a la hora de la visualizacion
al microscopio.

Se evaluaron hongos representativos que incluye-
ron hialinos, dematiaceos, dermatofitos y Mucorales
de facil crecimiento y que no requetfan nutrientes
especiales; no obstante, dentro del grupo de derma-
tofitos se presentaron dificultades para visualizar las
microconidias de Trichophyton mentagrophytes, 'I. rubrum
y T. tonsurans con las tres coloraciones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio con los colorantes vegetales y el azul de lac-
tofenol, se recomienda la utilizacién del azul vegetal
para la realizacién de microcultivos de hongos, por-
que su calidad fue igual a la del azul de lactofenol que
es el colorante estindar para colorear las laminas de
hongos. El colorante azul vegetal es de tipo sintéti-
co y no petjudicial pata el operador que realiza estos
procedimientos, y ademds es amigable con el medio
ambiente.

Después de 1 afio de almacenamiento, 404 (96,1 %)
de los 420 bloques preparados permanecieron en
buen estado. En la figura 3 se muestra un montaje a
tiempo cero y al afio de su preparacion. Woo et al.’ en
su trabajo reportan que las laminas peduran hasta 3
aflos en buen estado. Microscopicamente se observd
que las estructuras permanecieron intactas, asi como
la calidad de la coloracion. El problema mas grave que
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afectd la calidad de las preparaciones fue la fuga de
aire a través del medio de montaje, con la consecuente
formacién de burbujas de aire afectando el secado de
los montajes, poniendo en peligro las estructuras de
los hongos. Otro problema fue la decoloracién de las
tinciones vegetales con formacién de manchas que no
permitian la visualizacién de las estructuras.

CONCLUSIONES

Ellargo periodo de preservacion y el uso constante de
las laminas en los laboratorios de docencia, permite
recomendar esta metodologia. Los autores consideran
esta metodologfa de produccién de laminas como in-
novadora, lo que permitird facilitar el proceso de for-
macién y optimizara la forma de ensefiar la micologfa.
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