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Resumen 

Los materiales obtenidos por raspado de 
lesiones de pacientes con micosis superficiales 
y observados al Examen Microscópico Direc-
to ( EMD  ) en 40 x con OHK al 40 % y calor, 
resulta satisfactorio para la detección e identi-
ficación de los organismos infectantes basa-
dos en sus características morfológicas. 

Este examen requiere habilidad y expe-
riencia del operador debido a que los elemen-
tos micóticos no son característicos O se en-
cuentran en muy baja concentración. 

En este estudio realizamos la técnica de 
Fluorescencia Directa B lancocalcofluor con-
juntamente con el EMD con OHK al 40% y 
calor. 

Para ello se analizaron 100 muestras 
obtenidas por raspado de piel lampiña, peque-
ños y grandes pliegues y uñas (pies y manos). 

Encontramos un porcentaje menor de 
EMD positivos (+) con OHK al 40 % y calor 
que con la técnica de Blancocalcofluor. (841Yc 
y 90% respectivamente). En este último se ob-
servaron mayor cantidad de elementos fúngicos 
(hilas, macro y microconidias), visualizándose 
nítidamente las características morfológicas de 
estos elementos. 

Palabras clave: micosis superficial, 
dermatouitos, 131 ancocalcofi uor, fluorescencia 
directa para hongos. 

Abstract 

A Direct Microscopic Exam (DME)- in 
40x with KOH at 40% and heat- applied on 
materials obtained by sciaping  from injuries 
on patienis infected with superficial mycosis,  

results effective in the detection and 
identification of infectious organisms based on 
iheir morphological features. 

This exam requires the ability of an 
experienced medical professional doe to the 
fact thai the mycouc clement are not typical or 
are found in very small amounts. 

In this study we applied the calcofluor 
white and lluorescence iechnique togeiher 
with the DME with KOH at 401,11. and heat. 

In order lo do it, 100 sarnples obiained 
by scraping from skin of sniall and big folds 
and nails from feeis and hands, sere analyzed. 
Wc found a lower perceniage of positive (+) 
DME with KOI-{ al 40171 and heat, than with 
the calcofluor white and Fluorescencc 
Technique. an  841/0 and 9014 respectively. 

Through the laiter, a higher amouni of 
elcmcnts with fungi (hifas, macro and 
microconidias) were observed, and it vas po-
sible to ci cari y see the morph ol ogical 
charactcristics of ihese elements. 

Key words: superficial myCosiS, 

dermatofitos, calcofluor white Techniquc, 
direct fluorescence br fungi. 

Introducción 

Debido al aumento de la incidencia de 
patologías mi cólicas en pacientes 
inniunodepri mudos por: antibiótico terapia, 
transplantes, tratamientos oncológicos, diabe-
tes, traumas extensos, portadores del virus HIV, 
cte ., se hace necesaria la utilización de un mé-
todo rápido y sensible para identificación de 
los posibles agentes causales de las mismas. 
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La técnica de Microscopia de Fluores-
cencia del Blancocalcofluor para la detección 
de hongos causantes de micosis, es un método 
fácil, útil y práctico para la visualización de las 
características morfológicas de los elementos 
fúngicos. [1]. El Blancocalcofluor 
fluorocromo no específico, presenta afinidad 
por las uniones B de polisacáridos (quitina y 
celulosa) principales componentes de la pared 
celular de los hongos.[2]. 

Por tal motivo decidimos emplear esta 
técnica para detectar los agentes causales de 
micosis superficiales, tanto "in vivo" como "in 
vitro", en paralelo con la técnica tradicional de 
HOK al 40% y calor. 

Material y Método 

Se estudiaron 100 muestras provenien-
tes de piel lisa, pliegues y faneras de pacientes 
que concurrieron al Consultorio Externo del 
Servicio de Dermatología del Hospital Nacio-
nal de Clínicas, de la Provincia de Córdoba, 
con diagnóstico presuntivo de micosis superfi-
cial. 

Se incluyeron pacientes con micosis 
superficial causadas por dermatofitos y 
Malasseziafurfiui; sin tratamiento micótico pre-
vio, excluyéndose aquellos que presentaron 
micosis superficiales debido a levaduras. 

De los pacientes que reunieron los cri-
terios de inclusión se obtuvieron los siguien-
tes datos: 

- edad, sexo, ocupación, tiempo de evo-
lución de las lesiones. 

Las lesiones se observaron 
macroscópicamente y se procedió al raspado 
de las mismas para su procesamiento. 

En todos y cada uno de los casos se rea-
lizó Examen Microscópico Directo (EMD) en 
40 x con la técnica de OHK al 40 % y calor, de 
las muestras obtenidas por raspado en piel lisa, 
grandes y pequeños pliegues y uñas (pies y ma-
nos). 

Conjuntamente se realizó EMD con la 
técnica de Blancocalcofluor, para lo cual se 
empleó lo siguiente: se preparó una solución 
de Blancocalcofluor (Sigma) 0.1 grs. y Azul 
de Evans (Sigma) 0.05 grs. en 100 cc de agua 
destilada. 2 1 

Al material de las lesiones se le agregó 
una gota de la solución anterior y una gota de 
OHK al 10 %, se lo colocó entre porta y 
cubreobjeto para su observación microscópi-
ca. 

Los materiales procedentes de colonias 
de cultivos de hongos, fueron procesados con 
la misma solución. f 4 

Todas las muestras fueron observadas 
al microscopio óptico de luz ultravioleta 
Olympus hH2 lámpara halógena con filtro ex-
citado azul a 460 nm y un filtro barrera B 6-12 
como para fluorescencia. 

Los elementos fúngicos se observaron 
de color verde manzana, con fondo fluorescente 
rojizo más o menos intenso, según los casos. 

Los cultivos fueron realizados en agar 
Lactrimel y agar Sahouraud glucosado suple-
mentados con antibióticos como gentamicina 
80 ni-i-/ml y ampicilina 100 mgr/ml. Se incu-
baron hasta 30 días a 28°C [7, 8 y 9]. 

Las hifas filamentosas (dermatofitos y 
no dermatofitos) se identificaron macro y 
m icroscápi camente, en tanto que Ma!assezia 
fuijii, fue identificada sólo por sus caracte-
rísticas morfológicas observadas en e! EMD. 
[fig. 1,2,3y4]. 

Resultados 

De las 100 muestras observadas, el 
80 % correspondió a dermatofitos y el 20% a 
Ma/assezia fuijio: 

Los dermatofitos aislados en medios de 
cultivos fueron tipificados morfológica y 
bioq u ím icamcnte corno TricIwph'ton rubrwn, 
Trichop/ivton mentagrophytes y Microsporum 
canis. 

Todos los elementos fúngicos (hifas, 
macroconidias y conidias) presentaron un co-
lor verde manzana con fondo rojizo al obser-
varse en microscopio de luz ultravioleta por la 
técnica del Blancocalcofluor. 

Se obtuvieron el 90 % de resultados 
positivos (+) con la técnica de Blancocalcofluor 
en las muestras extraídas de los pacientes; sien-
do el porcentaje levemente inferior (84 %), en 
las muestras procesadas con OHK al 40 % y 
calor. [8, 9]. 
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Figura 1: Escamas de piel con elementos de Malassezia furfur. 

Figura 2: Escamas de piel con hifas de dermatofitos. 
Figura 3: Escamas de uñas con elementos de hongos filamentosos no dermatofito. 
Figura 4: Cultivo de Trichophyton rnentagrophytes. (microconidias e hifas) 
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Los resultados obtenidos con la técnica 
de Biancocalcofluor lueron sensiblemente su-
peroles ya que la afinidad que tiene el colo-
rante por las uniones h de poiisacííridos quitina 
y celulosa, principales componentes de la pa-
red celular de los hongos. determinan mayor 
resolución óptica en la observación 
microscopica. 

A la técnica de OHK al 40 % y calor, se 
la utilizó como aclaran te de las muestras obte-
nidas de pacientes y esto reduciria la posibili-
dad de visualizar los elementos fúngicos al mi-
croscopio óptico. 

Comentarios y Discusión 

En el laboratorio (le micol ogía. la  ide - 
nica mús utilizada para microscopio directa 
(EMD) es el montaje con HOK al 40% y calor, 
sin embargo consume mucho tienipo y a veces 
falla, debido a la presencia de patologías 
inlnunosupresoras. tratamientos previos con 
antimicóticos y errores (le operatividad. (pro-
ducción de artificios, por la acción del OH K 
sobre todo en muestras que contienen elevado 
porcentaje (le proteínas, y debido a la falta de 
contraste entre los elementos micóticos y res-
tos celulares y la poca concentración de ele-
mentos fúngicos en las muestras con micosis 
con fi rmada.j8]. 

La técnica de Blancocalcolluor, es un 
método útil para examinar muestras clínicas. 
provenientes (le dermatomicosis, observándo-
se claramente las características morlológicas 
de los elementos 6íngicos. (tanto en ci EML). 
como en cultivos). 11,2,3 y 4J. 

Realizamos este estudio en paralelo con 
la técnica de HOK al 40% y calor, en el diag-
nóstico de micosis superficiales. 

A diferencia de otros autores, como 
Riichei, empleamos el fluorocromo directa-
mente en las escamas, después de la adición a 
la mismas de 110K al 10% Sin calentamiento. 

Esto nos permitió aumentar la resolu-
ción óptica en el caso de las escamas prove-
nientes de piel y uñas. 

Las muestras obtenidas tic los cultivos, 
fueron tratadas directamente con el 
fltiorocromo siguiendo las indicaciones de la  

técnica para Fluorescencia Directa explicada 
en materiales y métodos. 

Este método ha adquirido gran i mpor-
tancia ya que permite obtener un rápido y cer-
tero diagnóstico para brindar al paciente un 
apropiado tratamiento. 

Numerosos autores han empleado las 
mismas técnicas tic Microscopia de Fluorescen-
cia del Blancocalcofiuor para estudios de hifas 
en micosis subcutáneas y sistémicas. 

Como se mencionó niús arriba, Rüchel 
realizó su experiencia en materiales obtenidos 
tic micosis superficiales y actualmente lo reali-
za col) ratones infectados con agentes causan-
tes de micosis profundas, en materiales obteni-
dos por necropsias.! 3,4.5 y 6 1. 

Conclusiones 

En conelusión.11uestro objetivo fue emplear y 
poner en evidencia las ventajas de la técnica de 
Fluorescencia Directa con Biancocalcofluor, 
para detectar los agentes causales de micosis 
superficiales, en materiales obtenidos tanto "in 
vivo'' como "in vitro'', comparativamente con 
la técnica tradicional de HOK al 40% y calor. 

De acuerdo a nuestro trabajo. de las 100 
muestras obtenidas de pacientes con diagnós-
tico de micosis superficiales, se obtuvo el 90% 
de resultados positivos (+)con la técnica de 
Biancocalcofluor, y 84% de resultados positi-
vos (+) con HOK al 401Ae y calor. 

De ello se deduce que es un método rú-
pido, sencillo y de una mayor resolución ópti-
ca, requiriendo solamente como especial 
equipamiento, el microscopio de fluorescencia. 
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