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Los hongos son organismos eucariotas que poseen nucleos organizados,.
En su citoplasma encontramos mitocondrias, vacuolas, vesiculas, reticulo
endoplasmaético, microtubulos, ribosomas, cristales de glicdgeno y complejo de
Golgi. Son heterétrofos: esto quiere decir que no pueden sintetizar sus propios
nutrientes, ademés presentan un conjunto de caracteristicas propias que per-
miten su diferenciacién con las plantas, por ejemplo, no sintetizan clorofila, no
tienen celulosa en la composicion de su pared celular excepto algunos hongos
acudticos sin importancia clinica (Oomycota), no aimacenan almidén como sus-
tancia de reserva y no tienen organizacion de células como tejidos o sistemas.'?

Los hongos son los organismos de mayor distribucion en la naturaleza, los
podemos encontrar en el suelo, agua, aire, sobre la superficie de objetos in-
animados, en el ambiente cerrado de casas, hospitales, edificios e, incluso,
colonizando animales y al propio ser humano. Son considerados los principales
degradadores de materia organica de nuestro planeta y poseen gran capacidad
de adaptacion, por lo que sobreviven y se reproducen en diferentes sustratos,
temperaturas y condiciones atmosféricas.**

Taxonomia

Hasta el afio 1980, la taxonomia de los hongos se basaba principalmen-
te en sus caracteristicas de colonia en medios de cultivo adecuados, y en la
conidiogénesis observada bajo microscopia de luz. Hoy en dia, la taxonomia se
basa en los criterios clasicos antes mencionados mas el anélisis de su ultraes-
tructura, caracterizacion fisioldgica y la secuenciacion de genes como los de la
B tubulina, la calmodulina y la actina entre otros. Hibbet, junto a otros autores,
presentan una de las clasificaciones taxonomicas actualmente utilizadas por los
investigadores clasifican a los hongos en un Reino Fungi, con un subreino Di-
carya (donde se encuentran las divisiones Ascomycota y Basidiomycota) y siete
divisiones (phyla); de donde derivan 35 clases, 12 subclases y 129 6rdenes. Es-
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tos autores eliminan la clasica division Zygomycota, ahora comprendida dentro
del phylum Glomeromycota, quedando en el subphylum Mucoromycotina los
principales agentes de la mucormicosis y en el subphylum Entomopthoromyco-
tina los agentes de entomoftoromicosis.?®

Tabla 1: Clasificacion del Reino Fungi®

Fungi
Reino Chytridiomycota
Callimastigomycota
Blastocladiomycota
Phyl . -
(Di‘\,/i:irgn) Microsporidia
Glomeromycota (agentes de Mucormicosis)
Subreino Dicarya
Phylum Ascomycota
(Division) Basidiomycota
Nutricion

Los hongos son los Unicos microorganismos no procariotas que se nu-
tren por digestion extracelular y posterior absorcion y presentan grandes
diferencias con las bacterias en tamafio, estructura celular y composicion
quimica. Con relacion a la nutricion, son considerados quimio-heterotréficos,
pues solamente consiguen absorber pequefias particulas solubles como
monosacaridos, aminoacidos o péptidos compuestos por un maximo de tres
aminoacidos. El proceso de absorcion de los nutrientes depende exclusiva-
mente de la produccion de exoenzimas que degradan los substratos, constitu-
yendo particulas diminutas en solucién acuosa que son posteriormente inter-
nadas a través de transporte activo y pasivo, siendo esta caracteristica lo que
diferencia a los hongos de otros eucariontes."’
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La produccion del tipo de enzima dependera del tipo de hongo y el sus-
trato, por ejemplo: los dermatofitos principalmente producen queratinasas,
que degradan la queratina de la piel, pelos y ufias, otros hongos produciran
hialuronidasas para degradar acido hialurénico, colagenasas para degradar
colageno y elastasas para degradar elastina entre otras. Las enzimas secreta-
das dependeran del sustrato que sera asimilado.”

En general, los hongos tienen un metabolismo primario donde ocurren las
reacciones catabolicas y anabdlicas necesarias para el mantenimiento y cre-
cimiento de las células: al degradar la materia organica, esta es transformada
a través de la respiracion aerobia en CO,, H,0, energia en forma de ATP (38
ATP por mol de glucosa) y nuevas células. Ciertos hongos levaduriformes,
ademas de realizar la respiracion aerobia, realizan un proceso de fermentacion
cuyos productos finales son CO,, etanol, energia (2 ATP por mol de glucosa)
y células, por este motivo, muchos hongos son utilizados en la industria de
alimentos y bebidas alcohdlicas.®

Durante el metabolismo secundario, los hongos utilizan rutas metabdélicas
alternativas de sustancias no vitales para la célula: estos metabolitos pueden
ser clasificados como micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas),
antibiéticos (penicilina, cefalosporinas), antiflingicos (griseofulvina, equinocan-
dinas). Otros metabolitos (ciclosporinas, lovastatina) que confieren al hongo
una ventaja adaptativa importante.”*

Pared y membrana celular

La pared celular fingica esta compuesta principalmente por quitina y beta
glucanas en una proporcion que en la pared de estos compuestos es variable y
depende de la posicién sistematica de los hongos. Los componentes principa-
les de la pared celular fungica son hexosas y hexoaminas, que forman las ma-
nanas, glucanas y galactomananas (galactomanana, compuesto que se utiliza
para el diagndstico de la aspergilosis invasora). Algunos hongos tienen una pa-
red rica en quitina (N-acetil glicosamina), otros poseen complejos polisacaridos
y proteinas, con predominancia de cisteina. Estos compuestos otorgan rigidez
a la estructura del hongo.''°

La membrana celular posee principalmente ergosterol (lipido muy parecido
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al colesterol de la célula humana), un esterol que poseen todos los hongos ex-
cepto especies del género Pneumocystis. Este esterol puede ser utilizado para
la identificacion y cuantificacion de géneros flngicos y sirve de sitio diana para
los antiflingicos del grupo de los azoles, alilaminas y polienos que presentan
actividad fungistatica o fungicida.?*

Tipos de micelio

El cuerpo vegetativo de los hongos es denominado talo. Dependiendo
del talo, el hongo puede ser unicelular (levadura) o micelial (filamentoso).
La funcién del talo vegetativo es absorber nutrientes. Es el tipo de talo que
observamos frecuentemente en las muestras clinicas al realizar un examen
microscopico directo de un paciente con una infeccion fungica: el micelio re-
productivo que es el encargado de la reproduccion de los hongos se observa
en el laboratorio utilizando medios de cultivos especificos y principalmente en
la naturaleza, raramente se observa en el material clinico obtenido de los pa-
cientes. Esto se debe a la respuesta inmune del paciente, al tipo de patologia
y al agente flngico involucrado. El micelio reproductivo se puede observar en
cuadros clinicos producidos por agentes levaduriformes (Candida) y en casos
de hongos filamentosos como Scedosporium, Fusarium, Aspergillus, etc. La
morfologia fungica no es fija ya que existen algunos hongos dimérficos que
pueden cambiar la conformacién de su pared de micelio filamentoso a levadu-
riforme, o viceversa, dependiendo de las condiciones de temperatura principal-
mente."""2 Un amplio grupo de hongos producen el talo micelial que esta con-
formado por hifas, que son estructuras filamentosas tubulares semejantes a
un cabello. Estas presentan pared celular y membrana celular en cuyo interior
encontramos nucleos, material citoplasmatico, organelos, y cuyo crecimiento
siempre es de tipo apical. Las hifas pueden ser tabicadas, esto significa que
se observa cada cierto espacio un tabique o septo. Las hifas tabicadas que
se observan en hongos més evolucionados ayudan a evitar la desecacién y
aportan a la diferenciacién.'®

Otros hongos se presentan como células Unicas que se multiplican por
gemacion por células similares que se depositan sobre la superficie. Esta
composicion se denomina de blastoconidio, el brote puede permanecer unido
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ala célula madre y producir una cadena de células, esta estructura se denomi-
na de pseudohifa. El conjunto de pseudohifas se conoce como pseudomicelio,
estas estructuras pueden ser observadas en el examen microscépico directo
de pacientes con infecciones producidas por levaduras.

Cuando el laboratorio informa mediante un examen microscépico directo
(KOH 20%-40%), la presencia de hifas tabicadas hialinas, el clinico debe in-
terpretar este hallazgo como una hialohifomicosis (hongo que no presenta me-
lanina). Si el laboratorio informa la presencia de hifas tabicadas dematiaceas,
hongo melanizado, entonces se trata de una feohifomicosis. También puede
observarse una estructura diferente a las anteriores: conocidas como talo
muriforme, cuerpos escleréticos o fumagoides, células de Medlar, que es una
estructura de coloracion negra de pared gruesa con septos transversales y ho-
rizontales, producto de la respuesta inmune y la presion tisular, en cuyo caso el
clinico debe interpretar el informe como una micosis subcutanea denominada
de cromoblastomicosis. La presencia de hifas cenociticas o no tabicadas en un
examen directo indica un cuadro clinico de mucormicosis.

Reproduccion

Los hongos se reproducen sexualmente (hongos perfectos o teleomor-
fos) y asexualmente (hongos imperfectos o anamorfos). El producto final
de su produccién se conoce como esporas, también llamadas conidios o
propagulos. Los laboratoristas y clinicos deben prestar especial atencion en
el tipo de reproduccién de los hongos, que es lo que permite clasificarlos
taxondmicamente, segun la reproduccién ya sea esta sexuada o asexuada, el
laboratorio siempre debera informar al clinico el nombre del hongo que mas se
utiliza, generalmente corresponde a la forma asexuada como se destaca en los
siguientes ejemplos: Pseudoallescheria apiosperma corresponde a la forma
sexuada de Scedosporium apiosperma; Filobasidiella neoformans correspon-
de a la forma sexuada de Cryptococcus neoformans; las formas sexuadas de
Aspergillus corresponden a Emericella, Neosartorya, Fennellia'y Eurotium.®
En micologia clinica, en un 95% de casos el laboratorio informara de la fase
asexuada del hongo, ya que la fase sexuada es dificil de observar, esta Ultima
depende de muchos factores, entre ellos, y el mas importante debe ocurrir la
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fusion de dos talos de polaridad diferente. Si, con los métodos clasicos que son
la base de la identificacion de los agentes etioldgicos no se observan estructu-
ras de reproduccion, el laboratorio debera recurrir a las técnicas de protedmica
o técnicas moleculares para la identificacion.'®

Diagnéstico de Laboratorio

El diagnostico en el laboratorio dependera principalmente de una adecua-
da toma de muestra (el material biolégico debe ser suficiente como para aplicar
diferentes técnicas). Es indispensable que el clinico indique la sospecha clinica
y proporcione al laboratorio la suficiente informacién, que permitira a este an-
ticipar la metodologia por utilizar, identificar el agente etiolégico y seguir los
protocolos de bioseguridad. Los clinicos deben especificar el tipo de muestra,
la enfermedad de base, el tratamiento, los viajes recientes del paciente, la resi-
dencia, la ocupacion del paciente, entre otras informaciones.

1. Toma de muestra
Micosis superficiales

Muestra de piel

En las lesiones sugerentes de dermatofitosis, se debe raspar los bordes
eritematosos de la lesion, ya que este es el sitio activo de la infeccién con
bisturi o cureta estéril previa asepsia de la piel con alcohol 70% para reducir
la microbiota bacteriana, en una cantidad suficiente para realizar un examen
microscépico directo y cultivo, condicionando el material en portaobjetos de
vidrio o placas de Petri estériles debidamente identificadas para su envio al
laboratorio. En las lesiones sugerentes de Pitiriasis, las maculas hipocrémicas
o0 hipercrémicas se deben raspar con bisturi o cureta estériles, se recomien-
da realizar un masaje suave antes de la toma de muestra para estimular los
queratinocitos y asi se pueda obtener una mayor cantidad de escamas, estas
deben ser acondicionadas en portaobjetos de vidrio o placas de Petri estériles
debidamente identificadas para su envio al laboratorio.
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Muestra de ufia

La colecta de la muestra dependera del tipo de lesion; en la onicomicosis
superficial blanca o leuconiquia, se raspan las areas blanquecinas de la super-
ficie de la lamina ungueal con ayuda de bisturi estéril o cureta apropiada para
esta funcion; en las lesiones tipo subungueal distal se deben eliminar las prime-
ras escamas de la porcion distal pues pueden contener hongos contaminantes,
luego se debe raspar profundamente el area afectada desde la porcion distal
hasta la proximal para obtener una buena cantidad de escamas para realizar el
examen microscapico directo y cultivo. En la onicomicosis subungueal proximal
con paroniquia se debe raspar el borde periungueal de la ufia con ayuda de
bisturi estéril o cureta, todas las escamas obtenidas deben ser depositadas en
portaobjetos de vidrio o placas de Petri correctamente identificadas para ser
enviadas al laboratorio.

Muestras de cabello y pelos

En los casos de cabellos o pelos presentando nédulos micoticos blancos o
negros (piedras) que son visibles a simple vista, estos deben ser cortados en la
porcion suprafolicular en un nimero entre 10 a 12 utilizando una tijera. En las
tifias del cuero cabelludo y barba, los pelos tonsurados (cortados a 2 mm) que
se encuentran en los bordes de las placas de alopecia deben ser arrancados
con pinza depilatoria en un nimero entre 10 a 14. Los cabellos y pelos deben
ser acondicionados entre portaobjetos de vidrio o en placas de Petri y deben
ser identificados y transportados al laboratorio.

Mucosa de cavidad oral

El raspado de la superficie epitelial comprometida debe realizarse em-
pleando un hisopo (térula) embebido en solucién salina o un bisturi rombo rom-
boide esterilizado. Las lesiones sospechosas de micosis endémicas deben ser
investigadas mediante un raspado mas profundo obtenido con bisturi.

La muestra puede obtenerse también mediante un lavado de la cavidad
oral. El material se obtendré después de un enjuague con 25 ml de solucion
salina a 0,9% por 30 segundos. El material del enjuague debera depositarse en
un frasco de plastico estéril. El material debera ser transportado a temperatura
ambiente hasta 30 minutos de recolectada la muestra.!"
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Mucosa genital femenina

Para obtener una muestra de mucosa genital femenina, se debe suspen-
der toda medicacién antibiética y/o antifungica (local u oral) 10 dias antes de
la toma de la muestra. La paciente no debe tener relaciones sexuales por lo
menos 3 dias antes de la extraccién de la muestra. La higiene debe ser rea-
lizada 48 horas antes de la toma de la muestra, sin ducha vaginal. El médico
debe utilizar un espéculo desechable para tomar la secrecion de la mucosa del
saco vaginal posterior, con ayuda de un hisopo (térula). Las muestras deben
ser enviadas de inmediato al laboratorio, en solucién salina estéril para evitar
la desecacion.! 18

Mucosa genital masculina

La muestra del area afectada del glande o prepucio debe ser colectada con
un hisopo (térula) humedecido. Las muestras deben ser enviadas de inmediato
al laboratorio, en solucion salina estéril.

Micosis subcutaneas

Lesiones supurativas

En el caso de abscesos cerrados, la obtencién del material purulento se
hace por puncién con jeringa estéril o por drenaje, después de una previa
asepsia del local acometido. Cuando el absceso drena espontaneamente, el
material purulento debe ser colectado con hisopo (térula), las muestras deben
ser enviadas de inmediato al laboratorio en solucion salina esteéril.

Lesiones de cromoblastomicosis

En la superficie cutanea lesionada generalmente se observan puntos ne-
gros debido a la liberacion transepitelial del hongo. Las escamas y costras en
estos puntos negros se obtienen con ayuda de un bisturi estéril o de una aguja
hipodérmica. Se recomienda la realizacion de dos biopsias: una para el culti-
vo corriente del laboratorio de micologia, que debe ser transportada en suero
fisiolégico; otra para el servicio de histopatologia, que debe ir en formalina al
10%.1°
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Lesiones de lacaziosis

La muestra comprende basicamente una biopsia en las mismas condicio-
nes que las de la muestra para cromoblastomicosis, adicionalmente, se pue-
den colectar secreciones de las lesiones ulceradas con bisturi rombo.®

Micetomas

Para determinar el agente etiolégico de los micetomas (puede ser de ori-
gen bacteriano actinomicetomas o flingico eumicetomas) debemos obtener los
granos que exudan por las fistulas de manera espontanea si no es el caso
debemos depositar una gaza por 12 horas sobre las fistulas para después de
este periodo observar los granos que fueron expulsos durante la noche, es-
tos granos pueden ser de color blanco, amarillo, negros o rojos lo que nos
ayuda en el diagnostico. Los granos también pueden ser obtenidos mediante
aspiracion con aguja fina o biopsia quirdrgica, aunque el examen microscépico
de los granos es Util para detectar el microorganismo, es importante identificar
los agentes mediante el cultivo en medios adecuados, las biopsias también son
Utiles en el diagnéstico del micetoma.

Muestras de micosis sistémicas

Nariz y senos nasales

La toma de muestra para la busqueda de los agentes de rinosinusitis puede
ser realizada a partir de las siguientes técnicas: hisopo (térula) en la mucosa
nasal o nasofaringe, y tubo con suero fisiolégico para evitar la desecacion;
endoscopia nasal (con endoscopio rigido o flexible) con aspirado; lavado de
la secrecion nasal (principalmente del meato medio); puncion directa (por
trocanter) con aspiracion de secrecion y/o biopsia de la mucosa del seno maxi-
lar, las biopsias son el patrén oro para el diagndstico. Las muestras deben ser
enviadas inmediatamente al laboratorio sin refrigerar.'8

Secreciones respiratorias y lavado broncoalveolar
Las muestras de esputo se obtienen después de la inhalacién o por
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expectoracion espontanea, el aspirado traqueal se aplica mayormente a pa-
cientes con ventilacién mecanica. El lavado broncoalveolar se obtiene me-
diante la infusion y aspirado de solucion fisiologica en pacientes sometidos
a broncoscopia, el volumen que debe ser enviado al laboratorio es de 15 ml
minimo, en tubo seco. Su envio al laboratorio debe ser inmediato, el procesa-
miento debe realizarse antes de 1 hora."*®

Biopsia pulmonar

Se realiza mediante puncién directa de la lesion, biopsia trans-bronquica o
toracotomia. Se envian dos muestras: una, en suero fisioldgico para el cultivo
corriente del laboratorio de micologia; otra, en formalina al 10%, para el Servi-
cio de Histopatologia. El laboratorista que trabaje la biopsia debe saber que no
puede macerarse, para evitar la destruccion de las estructuras fingicas.

Esputo

Antes de recoger la expectoracion profunda, que debe ser a primera hora
de la mafana, el paciente si usa protesis dental debe removerla y realizar un
enjuague con agua hervida y enfriada, se debe tomar por lo menos 2 mues-
tras que no deben contener saliva. El material debe ser recolectado en frasco
estéril de boca ancha y enviado al laboratorio lo mas rapido posible. El cultivo
de esputo puede llegar a ser mas o menos especifico para el diagndstico infec-
cioso, por lo que, segun la sospecha del tipo de infeccion fungica, su resultado
debe ser interpretado con cautela, dada la existencia de hongos que hacen
parte de nuestra microbiota.!'"18

Médula ésea

El procedimiento médico de toma de muestra de médula 6sea requiere
de una rigurosa asepsia. La toma de la muestra debe obtener un volumen
de 2 a 3 ml utilizando una jeringa heparinizada (heparina puede interferir con
las técnicas biologia molecular), y debe ser transportada inmediatamente al
laboratorio, donde debera ser sembrada directamente en medios de cultivo
adecuados. Se recomienda tomar los aspirados de médula 6sea en frascos
de hemocultivo pediatricos de sistemas automatizados, que contienen una
proporcién de muestra/caldo, ideal.”®
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Liquido cefalorraquideo (LCR)

El procedimiento médico de toma de muestra de liquido cefalorraquideo
requiere de una rigurosa asepsia, el volumen minimo necesario para la tincién
negativa y el cultivo es de 0,5 ml. La muestra debe ser acondicionada en tubo
seco y enviada al laboratorio lo més rapido posible, sin refrigerar.

Sangre

La sangre debe ser colectada, de preferencia antes de la administracién de
antibiéticos y en condiciones de asepsia. El volumen de sangre inoculada en
los frascos de hemocultivos debe respetar las orientaciones proporcionadas
por el fabricante de los frascos. A continuacion, los diferentes volimenes re-
queridos para frascos del sistema BACTEC:

+ Bactec Plus Aerobic/F: 8-10 ml (frasco adulto)
+ Bactec Ped Plus/F: 1-3 ml (frasco pediatrico)
+ Bactec Myco/F-Lytic: 1-5 ml

Debe identificarse cada frasco con toda la informacién y enviar al laborato-
rio junto con la solicitud médica debidamente escrita, en un tiempo maximo y
critico de hasta 30 minutos después de la recoleccion, sin refrigerar.

Algunas observaciones son importantes en la recuperacién de patégenos
de sangre: en adultos, cuanto mayor es el volumen de sangre procesado mejor
es la recuperacion de los microorganismos; la realizacion de colectas seriadas
(mas de una vez) aumentan la posibilidad de aislamiento de patégenos, sobre
todo cuando la fungemia/bacteremia ocurre de forma intermitente o transitoria;
se recomienda un total de al menos 2 a 3 colectas en 24 horas por episodio de
sepsis, siendo que cada colecta debe contener al menos 20 a 30 ml de san-
gre en pacientes adultos; en pacientes graves, diferentes colectas pueden ser
realizadas en intervalos de minutos, mas deben ser colectadas de diferentes
partes del cuerpo.”

Criterios de rechazo de muestras por parte del laboratorio

Se rechazara una muestra cuando se presente alguna de las siguientes si-
tuaciones: discrepancias entre el pedido médico y la identificacién de la mues-
tra; origen de la muestra o tipo de la muestra no identificadas; muestras envia-
das en frascos 0 medios de transporte inadecuados para el examen solicitado;
muestras colectadas y enviadas tardiamente al laboratorio (después de 24
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horas); biopsias enviadas en formalina al 10% para examen directo y cultivo.”®

2. Examen microscopico directo

Este examen es de bajo costo y de rapida ejecucion. Puede ser aplicado
a cualquier material biologico bajo sospecha de infeccién fungica, se realiza
utilizando hidréxido de potasio (KOH) al 10% o al 20%, se puede adicionar tinta
azul 0 negra permanente para un mejor contraste (tinta lavable no sirve porque
se oxida con el KOH). En el caso de las micosis superficiales en que se anali-
zan las escamas de piel, ufias y pelos, la clarificacién demora un minimo de 12
horas, por este motivo, el clinico debe solicitar el resultado a las 24 horas. Este
examen es menos sensible que el cultivo.

El examen microscépico directo puede favorecer la identificacion parcial
y, en algunos casos, la identificacion definitiva, si observamos los siguientes
elementos flngicos: filamentos cortos y levaduras del género Malassezia
diagnéstico de Pitiriasis versicolor; nédulo blanco adherido al pelo en cuyo
interior se observan levaduras y artroconidios diagnéstico de Piedra blan-
ca; nédulo negro adherido al pelo en cuyo interior se observan los l6culos
ascigeros con ascos y ascoporas fusiformes es diagnéstico de Piedra negra;
talo muriforme o células de Medlar es diagnostico de Cromoblastomicosis; le-
vaduras multibrotantes en una muestra de mucosa, tejido o lavado broncoal-
veolar es diagndstico de Paracoccidioidomicosis; esférulas con endosporas en
tejido o lavadobroncoalveolar es diagndstico de coccidiodomicosis; o levaduras
con brotes de base ancha en las mismas muestras es diagnostico de Blasto-
micosis; cuando realizamos una tincion negativa (tinta china o nigrosina), para
una muestra de liquido cefalorraquideo donde observamos levaduras capsu-
ladas con un de halo transparente en un fondo oscuro esto es diagnéstico de
criptococosis.'?31

En otras situaciones, la identificacion mediante el examen microscépico di-
recto es la Unica herramienta disponible para el diagnéstico, visto que algunos
hongos no son cultivables, como era el caso del cuadro clinico denominado La-
caziosis cuyo agente etiolégico es Lacazia loboi donde se observan levaduras
todas del mismo tamafio unidas por una estructura similar a un puente, en un
estudio reciente se comprobd que este agente puede ser cultivado en el medio
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RPMI pero demora entre 30 a 40 dias para desarrollarse; en la Pneumocistosis
observamos estructuras muy parecidas a quistes, el agente etioldgico Pneu-
mocystis jiroveci no se ha conseguido cultivar adn.'2%1

Otra herramienta muy util para realizar el examen microscopico directo es
la tincién con blanco de calcofltor, un compuesto quimico que sirve para tefiir
la pared celular de los hongos, la Unica dificultad de la técnica es que el labo-
ratorista debe realizar la observacién en un microscopio de fluorescencia. Las
tinciones de Gram y Giemsa son utilizadas para muestras de secreciones (va-
ginales), liquidos (sangre, lavado bronquio alveolar) y escamas (cornea) en los
cuales podemos observar levaduras, pseudohifas y talo filamentoso de color
azul olila (los hongos adquieren una tonalidad violeta). La Tincion de Wright es
una tincién hematoldgica que se utiliza en micologia para el diagnostico de la
histoplasmosis principalmente, en que las levaduras se tifien tenuemente con
un halo transparente.'

Un examen directo negativo nunca descarta una infeccién fungica, la sen-
sibilidad de la técnica depende de la concentracion de los elementos flngicos
por ml, del lugar anatémico, tipo de paciente, cantidad de muestra, tincién y
experiencia del observador.

3. Técnicas histologicas

El examen histopatoldgico tiene por objetivo evaluar dos aspectos princi-
pales: primero, determinar la respuesta inflamatoria desarrollada en el proceso
infeccioso y segundo caracterizar desde el punto de vista morfolégico los ele-
mentos fungicos presentes en el tejido. El examen anatomopatoldgico permite
identificar el agente causal por sus caracteristicas morfologicas y también se
puede evaluar la respuesta inflamatoria.”

Tinciones utilizadas en micologia

Para el andlisis de las micosis se utilizan las siguientes tinciones: Hema-
toxilina - Eosina (H-E), utilizada principalmente para observar la respuesta in-
flamatoria al agente fungico; PAS (Acido Peryddico de Schiff), que oxida los
1,2-glicoles, forméndose grupos aldehido que, con el reactivo de Schiff, reac-
cionan tifiendo el citoplasma de los hongos de un color rojo luminoso; la tincion
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de Gomori-Grocott, que es una variacién de la tincién argéntica, impregna las
estructuras fUngicas con plata y estas se observan de una coloracion café
oscura, el tejido se tifie de color verde cuando se utiliza el colorante verde
malaquita o azul cuando se utiliza el azul de metileno como contraste. Otras
tinciones complementarias pueden también ser utilizadas, como Fontana-
Masson, para el estudio del pigmento melanina importante para identificar los
agentes de feohifomicosis. La tincién de Mucicarmin de Mayer se utiliza para la
identificacion de Cryptococcus spp. y de otros hongos como Rhodotorula que
en su pared o capsula poseen glicoproteinas, presentando una tonalidad rosa
oscura. La técnica de Inmunofluorescencia para Pneumocystis jirovecii utiliza
anticuerpos monoclonales especificos contra determinantes antigénicos de la
pared de los quistes y trofozoitos; tiene una sensibilidad cercana al 100% y una
especificidad de 96%.%

4. Cultivos

El aislamiento de los hongos en cultivo permite la identificacion de los
principales agentes de infecciones flngicas. La gran mayoria de los hongos
no requiere de medios ricos en nutrientes, en general, ellos presentan sus
estructuras de reproduccion necesarias para su identificacion en medios po-
bres, por lo tanto, los laboratorios siempre deben tener, para el diagnéstico e
identificacion de las levaduras, agar Sabouraud (SDA), medios cromogénicos
como CHROMagar Candida, CHROMagar Malassezia, Albicans ID; Agar
Dixon, Agar Staib, agar arroz 0 maiz para la preparacion de microcultivos y
para la identificacion de hongos filamentosos; agar papa (PDA), agar papa-
zanahoria (PCA), agar avena (OAT), agar Czapeck (CZK), agar extracto de
malta (MEA), entre otros.'>*

Es importante adicionar antibicticos a los medios de cultivo, como cloran-
fenicol y/o gentamicina, para evitar la contaminacion bacteriana presente en la
microbiota de los pacientes, ademas, se deben utilizar medios con antiflingicos
como la cicloheximida (Medio Mycosel) que evita el crecimiento de hongos
ambientales para el diagnéstico en las micosis superficiales y sistémicas. En el
laboratorio de micologia debemos utilizar medios de cultivo, con y sin ciclohexi-
mida, ya que este antifungico puede inhibir el crecimiento de hongos patégenos
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como Cryptococcus neoformans/gattii, todas las especies de Penicillium, Tala-
romyces marneffei, especies del género Aspergillus, Lomentospora prolificans,
algunas especies del género Candida y los agentes de mucormicosis."

Hongos filamentosos

En general, los hongos filamentosos producen sus estructuras de
reproduccion en medios de cultivo pobres en nutrientes como los menciona-
dos en el apartado anterior. La temperatura de incubacion varia entre 25°C
y 28°C. El tiempo de incubacién puede variar entre 3 dias, como en el caso
de los agentes de mucormicosis y algunos agentes de hialohifomicosis, y 45
dias como en el caso de algunos dermatofitos y agentes de feohifomicosis.
Debemos incubar a los agentes de micosis endémicas y a las especies del
género Sporothrix a dos temperaturas a 25°C y 35°C, ya que estos agentes
son dimoérficos, para los cuales se recomienda una incubacion extendida de
hasta 8 semanas.

Las esporas producidas por los hongos filamentosos pueden presentar di-
ferentes caracteristicas de tamafio y forma, pueden estar constituidas por una
célula conocido como ameroconidio o0 cuando presentan mas de una célula
didimoconidios, fragmoconidios, dictioconidios entre otros, estos pueden ser
moviles o inmdviles. Los conidios pueden ser producidos y permanecer hasta
su madurez dentro de estructuras especializadas como esporangios, zoospo-
rangios o ascomas; o formarse y madurar dentro de estructuras especializadas
(esporégenas) tales como basidios, fidlides o anélides o, directamente, de la
hifa, como los artroconidos y aleurosporas, producidos por varios tipos de hon-
gos, incluidos los dermatofitos (agentes de tifias). Todas estas caracteristicas
facilitan la identificacion clasica de los hongos filamentosos.™

Hongos levaduriformes

La mayoria de las levaduras producen colonias glabras (no tiene pelos),
de color blanco o beige, y de aspecto cremoso y superficie lisa en agar Sa-
bouraud. Segun las condiciones nutricionales o de incubacién, algunas cepas
muestran un borde fino estrellado o franjado en el margen de la colonia. Las
diversas especies no pueden ser diferenciadas macroscépicamente cuando
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se utilizan medios de cultivo habituales para el aislamiento. Por otra parte, al-
gunas caracteristicas macromorfolégicas del cultivo son peculiares de deter-
minados géneros: Rhodotorula y Sporobolomyces producen colonias de color
naranja; Cryptococcus spp. produce colonias mucosas debido a la presencia
de cépsula; colonias de Trichosporon spp. presenta aspecto seco y superficie
rugosa. Finalmente, las levaduras dematiaceas producen colonias negras de-
bido a la alta concentracién de melanina en la pared celular. La gran mayoria
de las levaduras crecen bien a temperaturas de incubacion entre 32 y 35°C."
Las levaduras son organismos unicelulares, redondeados, ovales o alonga-
dos que se reproducen por brote simple o fision. La formacién de los brotes
ocurre generalmente en la posicién polar, otras presentan brotes que nacen
simultdneamente en varios puntos. Los brotes, o células hijas son liberadas de
la célula-madre para formar células independientes llamadas de blastoconidios
0 blastosporos que pueden continuar unidos y dar origen a las células elon-
gadas llamadas de pseudohifas o hifas verdaderas, las cuales no presentan
constriccion en los septos intercelulares. Ademas de los blastoconidios y pseu-
dohifas, las levaduras del género Trichosporon y Saprochaeta pueden presen-
tar artroconidios (estructuras derivadas de la fragmentacion de la pared celular
que forman segmentos rectangulares), tanto Candida albicans como Candida
dubliniensis presentan clamidoconidios tipicos (estructuras de resistencia for-
mada por la diferenciacién de las hifas).2,12

Laidentificacion de las levaduras se realiza utilizando pruebas bioquimicas,
para esto podemos utilizar la metodologia clasica que consiste en la asimilacion
(auxonograma) y fermentacion (zimograma) de los carbohidratos 0 métodos
comerciales manuales basados en los mismos principios como Auxacolor,
Fungichrom, API Candida, ID 32C, etc., también pueden ser identificadas uti-
lizando métodos comerciales automatizados como los sistemas Vitek, Walk
Away MicroScan y recientemente se esta utilizando un equipo basado en reso-
nancia magnética llamado T2MR.

5. Serologia
Varios métodos no dependientes de cultivo han sido utilizados en el
diagnéstico de las infecciones fungicas, principalmente las endémicas, como
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la Paraccocidioidomicosis, Histoplasmosis, Coccidioidomicosis y Blastomico-
sis, constituyendo en ocasiones el diagnéstico serolégico el primer indicio de la
naturaleza fingica de la enfermedad del paciente. Estas técnicas utilizan anti-
cuerpos policlonales, monoclonales o antigenos, que pueden ser cuantificados
con una excelente sensibilidad y especificidad.?

Deteccion de Anticuerpos

Para el diagnostico serolégico de Paracoccidiodes pueden emplearse la
técnica de Fijacion del Complemento (FC) o la de inmunodifusion (ID) -que
es una técnica semi-cuantitativa, ambas con una sensibilidad y especificidad
de entre 65% a 100% en individuos con infeccion aguda o crénica pulmonar
dependiendo del antigeno utilizado, titulos de 1:8 son considerados presuntivos
de un cuadro clinico de Paracocccidiodomicosis. La ID es altamente recomen-
dada para el diagnostico de esta enfermedad.?

Para la histoplasmosis, se utilizan principalmente la ID y FC, utilizando
como antigeno la histoplasmina y filtrados solubles del micelio y levaduras
deHistoplasma capsulatum, la histoplasmina contiene dos componentes: el
antigeno H que detecta anticuerpos durante la fase aguda de la enfermedad y
el antigeno M que detecta anticuerpos que se producen durante todas las fases
de la enfermedad. La técnica de Western Blot presenta buenos resultados para
el diagnostico de la histoplasmosis en sus formas agudas y cronicas.?? En la
coccidioidomicosis, la determinacion de anticuerpos se realiza mediante las
técnicas de inmunodifusion simple, Elisa o Fijacion del Complemento, en las
cuales los anticuerpos de tipo IgM estan presentes en la etapa aguda a partir
del octavo dia, mientras los anticuerpos de tipo IgG aparecen en la fase crénica
o de diseminacién después de 3 meses de evolucién."#

Una de las aplicaciones de la técnica de ELISA que se utiliza para la
deteccion de anticuerpos es PlateliaTM Candida Ab (Bio-Rad Laboratories®,
California, Estados Unidos), la cual detecta anticuerpos circulantes contra el
manano de Candida spp. y es de gran ayuda en el diagndstico de la candide-
mia y de la candidiasis invasora.?
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Deteccion de Antigenos

La deteccion y cuantificacion del polisacérido capsular de Cryptococcus
puede realizarse mediante aglutinacién con particulas de latex (LA), con una
sensibilidad cercana al 95% y una especificidad cercana al 100%. Esta técnica
es (til para el monitoreo terapéutico o inmunoensayos enzimaticos (Elisa) en
sangre y LCR.%

Los galactomananos son exoantigenos de las diversas especies de Asper-
gillus y otros hongos filamentosos (hialinos y negros), estos son liberados a ni-
vel sanguineo durante la invasion tisular y se pueden detectar en fluidos como
suero y lavado bronquioalveolar. La prueba consiste en un inmunoensayo tipo
“sandwich” comercial (Platelia Aspergillus®, BioRad) que utiliza un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el galactomanano. El ensayo entrega los resultados
en indices de absorbancia siendo considerado positivo un indice de Absorban-
cia de 0,5, el examen positivo siempre debe ser confirmado con una segunda
muestra. Es un marcador muy Util para el diagnéstico precoz (5 a 8 dias antes
de las manifestaciones clinicas) de la aspergilosis pulmonar invasora y disemi-
nada, y sirve ademas para el seguimiento terapéutico.?'52

El ensayo inmunocromatografico lateral (Lateral Flow Assay) para la
deteccion de un antigeno capsular de Cryptococcus en suero y liquido
cefalorraquideo para ha sido aprobado por la FDA, presentando una mejor
sensibilidad y especificidad que LA y Elisa para el diagndstico de la criptococo-
sis. Esta metodologia se encuentra en diferentes etapas de desarrollo para el
diagnostico de la Aspergilosis, Histoplasmosis y Coccidioidomicosis. 2

6. Métodos moleculares

Aunque se han logrado importantes avances en la identificacion de muchos
hongos de importancia clinica, aiin existen dificultades para el adecuado reco-
nocimiento de ciertos géneros y especies, generalmente porque estos no pro-
ducen sus estructuras de fructificacién en cultivo. Por este motivo, los métodos
moleculares estan siendo cada vez mas utilizados para la identificacion rapida
y sensible. La identificacion se realiza principalmente por la comparacién de
secuencias de una fraccion del ADN del microorganismo con secuencias de-
positadas en la base de datos GenBank del Instituto Nacional de Salud de
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EE. UU. (www.ncbi.nml.nih.gov/GenBank) o la EMBL de la European Molecu-
lar Biology Laboratory. Para cada identificacion se deben seguir los siguien-
tes pasos: extraccion del DNA (hoy en dia existen muchos Kits comerciales);
amplificacion del material genético por PCR generalmente se utilizan partido-
res para la region ribosomal ITS1- 5,8S - ITS2 -Internal Transcriber Spacer que
son conocidos como partidores universales (se utilizan para la identificacion de
una gran cantidad de hongos filamentosos y levaduriformes); en casos parti-
culares se utilizan partidores para los genes de la B-tubulina (identificacién de
especies de Aspergillus), para el factor de elongacién a (identificacion de espe-
cies de Fusarium), para el gen de Calmodulina (identificacién de las especies
de Alternaria), para la amplificacion de la region IGS de los genes ribosomales
(para la identificacion de las especies de Trichosporon), se debe comprobar
el producto de la amplificacién mediante electroforesis en un gel de agarosa,
posteriormente se deben purificar estos productos de PCR para secuenciarlos,
las secuencias deben ser comparadas con las secuencias depositadas en los
bancos antes mencionados para su identificacion a nivel de especie.?™*® Otras
herramientas utilizadas para estudios filogenéticos y epidemioldgicos, espe-
cialmente para el analisis de brotes son las siguientes: polimorfismo de longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP) del DNA mitocondrial (mtDNA); analisis
del RFLP de regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP); analisis del polimor-
fismo en la conformacion de las cadenas sencillas de DNA (SSCP); analisis
del polimorfismo del DNA amplificado con partidores arbitrarios (RAPD), entre
otras técnicas."

En el afio 2006, Roche Diagnostics introduce el primer test comercial ba-
sado en PCR a tiempo real, SeptiFast, para la deteccion de los 25 patdgenos
productores de sepsis, incluyendo 6 hongos causantes de sepsis (C. albicans,
C. parapsilosis, C. tropicales, C. glabrata, C. krusei y Aspergillus fumigatus),
en aproximadamente 6 horas este método es capaz de ofrecer resultados
microbioldgicos al clinico, el problema esté en el niumero limitado de hongos
que consiguen identificar.®"

El Panel de Sepsis (BCID) FilmArray® de Biomérieux analiza una lista in-
tegral de 24 patdgenos asociados con las infecciones del torrente sanguineo,
puede identificar patégenos en 9 de cada 10 hemocultivos positivos en una

INFECCIONES FUNGICAS SISTEMICAS



INFECCIONES FUNGICAS SISTEMICAS

Capitulo 2 - Generalidades

hora con sélo 2 minutos de manipulacion. El Panel de Sepsis para FilmArra-
yTM, es un sistema de PCR multiplex que integra la preparacién, amplificacion,
deteccidn y el analisis de la muestra, consigue identificar las levaduras Candida
albicans, C. parapsilosis, C. tropicales, C. glabrata, C. krusei, al igual que el sis-
tema anterior el problema esta en el nimero limitado de hongos que consigue
identificar.

7. Espectrometria de masas

La técnica de MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption/ionisation time
of flight) es una técnica de espectrometria de masas que presenta un alto po-
tencial para la identificacion de especies de hongos levaduriformes y filamento-
s0s.%2 En algunos casos especificos, la técnica de MALDI-TOF ha sido aplicada
en la identificacion de agentes fungicos hasta el nivel de especie e incluso en
la identificacion de especies cripticas como es el caso de Candida parapsilosis
sensu stricto, Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis, y también para
diferenciar Candida glabrata sensu estricto de Candida nivariensis y Candida
bracarensis.333

Una de las principales ventajas de esta técnica es la posibilidad de analizar
células fingicas intactas, que generan perfiles de masa molecular que se usan
como una huella digital. Estas masas moleculares especificas son constituidas
principalmente por proteinas ribosomales.*’8 La notable reproductibilidad de la
técnica de MALDI-TOF MS se basa en la medicion de la gran cantidad de com-
ponentes quimicos organicos, los cuales se observan en el espectro de masa
en un rango de entre 2 y 20 kDa.* Componentes tales como polisacaridos,
lipidos, fosfolipidos, quitina, pueden ser encontrados en la pared flngica, sien-
do componentes muy Utiles para la identificacion por esta técnica.*
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