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Hasta hace un par de décadas, la casi totali-
dad del diagnostico micoldgico que se desarrollaba
en la mayoria de los laboratorios de Microbiologia
de nuestro pais estaba relacionado con las micosis
superficiales (tifias, infecciones cutaneo-mucosas,
etc.), por lo que la Micologia era una disciplina
escasamente desarrollada dentro del contexto de la
Microbiologia general. El comienzo de la pandemia
del sida en los afios ochenta cambi6 sustancialmente
esta realidad al favorecer la aparicion de micosis
sistémicas poco habituales hasta entonces (meningi-
tis criptococicas, candidiasis invasoras, candidiasis
mucocutaneas rebeldes al tratamiento, etc.). Pero,
sin lugar a dudas, ha sido el avance de la medicina
moderna, con las técnicas de trasplantes de 6rganos
y las nuevas terapias anticancerosas a la cabeza, el
que ha ampliado notablemente el nimero de enfer-
mos con factores de riesgo para contraer una infec-
cion fingica invasora.

Este nuevo escenario, donde las micosis pro-
fundas son una de las principales causas de morbi-
mortalidad en los enfermos inmunodeprimidos, ha
obligado a un proceso de adaptacion y aprendizaje
por parte de los microbidlogos clinicos para dar res-
puesta a esta situacidn, cuyos instrumentos diagnos-
ticos difieren mucho de los empleados
habitualmente en Bacteriologia. Dia a dia las situa-
ciones clinicas exigen una mayor precision y rapi-
dez diagnostica. Ademas, el aislamiento de géneros
o especies fungicas resistentes a determinados anti-
fangicos y el desarrollo de resistencias por especies
previamente sensibles, obliga a la realizacion de
pruebas de sensibilidad in vitro a la mayoria de los
agentes etiologicos de micosis invasoras aislados en
el laboratorio.

Hasta la fecha, la Micologia Médica ha sido
espléndidamente desarrollada en tratados generales
por autores de renombrado prestigio [1-28].
Sin embargo, en nuestro pais no existia ninguna
Guia Practica que recogiera de una forma directa y
detallada todos los aspectos que son necesarios para
un correcto diagnostico micoldgico.

Consciente de esta doble realidad, una preva-
lencia cada vez mayor de las infecciones fungicas
invasoras en nuestro entorno y la carencia de trata-
dos practicos y actualizados que ayuden al micro-
bidlogo clinico en el diagndstico micologico, la
Seccion de Micologia Médica de la Asociacion
Espaiiola de Micologia (AEM) se plante6é hace dos
afnos la elaboracion de un Manual, eminentemente
practico, que recogiera de forma clara y detallada
todos los pasos que comprenden el diagndstico
micologico, desde la recogida de la muestra hasta la
redaccion del informe con el resultado final. Asi
nacié la Guia Prdctica de Identificacion y
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Diagndostico en Micologia Clinica. Para su elabora-
cion hemos contado con la colaboracion entusiasta
de la mayoria de los miembros de la Seccidn, el res-
paldo institucional de la AEM vy el apoyo incondi-
cional de Pfizer S.A. que, desde el primer momento,
se comprometio a hacer realidad este proyecto edi-
torial.

La redaccion de cada capitulo ha sido reali-
zada por microbidlogos con reconocida experiencia
en Micologia Clinica o expertos en el tema concreto
abordado. En estos Capitulos se han plasmado, mas
alla de los conocimientos tedricos, los aspectos
practicos y las dificultades que el procesamiento de
cada muestra puede originar en el laboratorio, resal-
tando los consejos que solo aquel que esta familiari-
zado con una técnica puede dar basandose en su
experiencia personal.

Los Capitulos que constituyen esta primera
edicion de la Guia, se agrupan en seis bloques bien
diferenciados:

i) Introduccion y generalidades (Capitulos 2 y 3),
donde se describen las micosis mas frecuentes
en nuestro pais y los fundamentos del diagndsti-
co micolégico;

ii) Procesamiento de cada muestra segun su origen
anatomico (Capitulos 4 a 10), en ellos se descri-
be, con todo detalle, el procesamiento de cada
muestra desde su obtencion hasta la objetivacion
de crecimiento en el medio de cultivo;

iii) Identificacion del agente causal (Capitulos 11 a
13), donde se detallan las técnicas mas utiles
para identificar las levaduras y los hongos fila-
mentosos;

iv) Técnicas diagnosticas alternativas al cultivo
(Capitulo 14), en ¢l se especifican las pruebas
serologicas y de deteccion de componentes fiin-
gicos, antigénicos y no antigénicos, disponibles
para el diagndstico micologico;

v) Pruebas de sensibilidad antifingica (Capitulos
15 y 16), en ellos se detallan las pruebas, tanto
las estandarizadas como las comercializadas,
para el estudio de la sensibilidad a los antifiingi-
Cos;

vi) Seguridad, control de calidad y bioseguridad
ambiental (Capitulos 17 a 19), donde se descri-
ben las normas de seguridad necesarias en un
laboratorio de Micologia, el control de calidad
en el mismo y los controles ambientales de bio-
seguridad fungica.

Ademas de estos Capitulos, se incorporan tres
apéndices. El Apéndice I es el indice alfabético de
todas las materias, técnicas y nombres propios que
aparecen en la Guia. En el Apéndice II se incluyen a
todos los fabricantes y distribuidores en Espafia de




los productos, reactivos y técnicas citados en la Guia
(con sus direcciones y teléfonos). Finalmente, el
Apéndice III es el Buzon de Sugerencias, mediante
el cual se pueden enviar los comentarios y aportacio-
nes para mejorar las futuras ediciones de la Guia.

Sin lugar a dudas, la utilidad practica ha sido uno de
los principales objetivos a cumplir en la elaboracion
de esta Guia y, para ello, hemos querido que el dise-
flo de la misma también facilite su uso en el mismo
banco de trabajo del laboratorio.

El estuche con la carpeta de anillas permite
extraer facilmente las paginas con la técnica desea-
da y tenerlas a la vista mientras se realiza la misma.
Ademas, este disefio permite una sencilla y rapida
actualizacion de la Guia en el futuro, otro de los
objetivos planteados desde su concepcion: que per-
mitiera una fécil puesta al dia de las nuevas técnicas
segun fueran apareciendo en el mercado. Gracias a
este sistema, esta previsto que periddicamente se
incorporen nuevas técnicas o procedimientos que
complementen o sustituyan a los ahora publicados,
asi como nuevos capitulos que completen los hue-
cos existentes en esta primera edicion (Micologia
Veterinaria, técnicas diagnosticas moleculares, etc.)
que debido a la premura de tiempo no se han podido
incorporar en este momento. Esta peculiaridad de
disefio también permite una facil y rapida incorpora-
cién a la Guia de cualquier sugerencia, aportacion o
critica de los lectores basada en su propia experien-
cia que facilitara su mejora y enriquecimiento en
futuras ediciones, por lo que, desde estas lineas,
invitamos a todos los lectores a ejercer esa prerroga-
tiva enviando las criticas y comentarios al Buzon de
Sugerencias, tal y como se indica en el Apéndice II1.
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Una forma habitual de clasificar las micosis
ha sido atendiendo a su localizacidén anatomoclinica,
tanto sea en el huésped inmunocompetente como en
el inmunodeprimido, y agrupando, en algunas oca-
siones, diversos agentes etioldgicos. De acuerdo a
ese criterio podemos clasificar las micosis en
Superficiales, Cutaneas, Subcutineas, Profundas o
Sistémicas.

Son las micosis que afectan la capa cornea de
la piel y la porcion suprafolicular del pelo. La piti-
riasis versicolor es la micosis superficial mas fre-
cuente, siendo las demas muy raras en nuestro
medio.

Es una infeccion superficial cronica, no irri-
tativa del estrato corneo producida por especies del
género Malassezia: M. furfur, M. globosa, M. obtu-
sa, M. restricta, M. slooffiae y M. sympodialis [1].

Malassezia spp. es una levadura lipofilica
que coloniza la epidermis de forma epiparasitica,
por lo que la respuesta inflamatoria del huésped es
minima. Origina maculas serpiginosas separadas,
hiper o hipo pigmentadas en la piel del torax, parte
superior de la espalda y brazos. Las lesiones parecen
parches maculares de piel despigmentada indoloros,
no pruriginosos y que causan mas problema estético
que patoldgico . La piel afectada no se
broncea bien y las lesiones resultan mas evidentes,
por lo cual la consulta médica es mas frecuente en
verano.

La pitiriasis versicolor es una micosis muy
frecuente y ampliamente distribuida entre la pobla-
cién mundial, aunque su incidencia aumenta en los
climas humedos y calidos, existiendo una predispo-
sicion individual a padecerla. Su aparicion se rela-
ciona con la presencia de ciertos aminoacidos y
compuestos hidréfobos en la piel, asi como con la
disminucion del recambio epitelial en el estrato cor-
neo.
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Ademas de la pitiriasis versicolor, las espe-
cies del género Malassezia estan implicadas como
agentes causales de otros cuadros clinicos:

« Dermatitis seborreica y caspa (pitiriasis capi-
tis): Areas de piel enrojecida e inflamada, recu-
bierta de escamas grasientas de color amarillo,
generalmente en cuero cabelludo, cara y torax.
Tienen una evolucion crénica y recurrente. En
los pacientes con sida o sindrome relacionado
puede localizarse en las axilas con un cuadro
muy florido de diagnéstico complejo.

* Foliculitis en pacientes inmunocomprometi-
dos: Constituida por papulas foliculares prurigi-
nosas y pustulosas en espalda, térax y parte
superior de los brazos.

+ Fungemia: En pacientes sometidos a nutricion
parenteral con emulsiones lipidicas (lactantes
prematuros).

+ Sindrome de Gougerot-Carteaud: Es una papi-
lomatosis confluente reticular con papulas de
color gris-marronaceo localizadas en la region

Pitiriasis versicolor. Paciente con lesiones discrémicas.

intermamaria, interescapular, cuello o abdomen

[2].
Diagnéstico

Aplicando la luz de Wood, las lesiones pre-
sentan fluorescencia blanco-amarillenta. En vision
microscopica directa de las escamas parasitadas des-
tacan los acimulos de levaduras e hifas .
Para su aislamiento deben utilizarse medios de culti-




Micosis mas frecuentes en nuestro medio

Figura 2.2. Vision directa de escamas con hifas y formas levaduri-
formes de Malassezia spp.

vo enriquecidos con lipidos, como el de Leeming,
Dixon o afiadiendo aceite de oliva a los medios de
cultivo habituales (Capitulo 3).

2.1.2. Tiha negra palmar

Es una infeccion crénica y asintomatica del
estrato cérneo causada por la levadura dematiacea
Phaeoannellomyces werneckii (antes Exophiala
werneckii), dimorfica y de habitat saprofito.

La lesion consiste en una macula solitaria de
limites definidos que se disemina por expansion en
palmas. Puede tener color marrén en la periferia y,
en algunos casos, semejar un melanoma. En ocasio-
nes puede afectar a los dedos de la mano y a la cara,
siempre en zonas sin pelo [3].

2.1.3. Piedra negra y piedra blanca

Las piedras son infecciones fingicas de la
porcién extrafolicular del pelo, caracterizadas por la
presencia de nddulos duros e irregulares compuestos
por agregados fungicos.

La piedra negra, ndédulos de consistencia
pétrea de 1-5 mm, esta producida por el ascomiceto
Piedraia hortae. No s6lo no causa molestias sino
que, en las zonas endémicas, se considera a este
parasitismo un signo externo de belleza y distincion.

La piedra blanca es producida por la coloni-
zacion de diversas especies de Tichosporon: T. aste-
roides, T. beigelii/cutaneum, T. inkin, T. mucoides,
T. ovoides y T. pullulans [4] y da lugar a la presen-
cia de nddulos de color blanquecino-marronaceo de
0,5-3 mm, blandos, esponjosos y no fluorescentes
con luz de Wood, localizados en cejas, bigote o pelo
escrotal.

2.2. Micosis cutaneas

Las infecciones cutaneas en el ser humano
incluyen una amplia variedad de procesos en los que
pueden estar afectados la piel y sus anejos (pelos y
ufias). El término dermatomicosis se refiere a cual-
quier proceso micotico de la piel, y el de dermatofi-
tosis, al causado por hongos dermatofitos [3,5].

Ademas de las infecciones primarias, en la
piel también pueden encontrarse lesiones granulo-
matosas o de otro tipo, como expresion de las
metastasis de una micosis sistémica.

2.2.1. Dermatofitosis

Asi se denomina a la infeccion de los tejidos
queratinizados (piel, pelos y ufias) ocasionada por
un grupo de hongos queratinofilicos, taxonémica-
mente relacionados, a los que se ha denominado
dermatofitos. La infeccion puede estar limitada a la
capa cornea o llegar a estratos mas profundos, sin
invasion linfética.

Estas micosis cutaneas se encuentran entre
las infecciones de mayor prevalencia en el mundo y,
dado que producen lesiones facilmente observables,
su presencia en el ser humano esta documentada a
lo largo de la historia [6].

Los agentes etiologicos se clasifican en tres
géneros diferentes: Microsporum (Gruby, 1843),
Trichophyton (Malmsten, 1845) y Epidermophyton
(Sabouraud, 1907). La descripcion de los géneros se
basa en la morfologia de las conidias y organelos
accesorios (Capitulo 12).

Habitat y patogenia

Estos hongos parasitan las zonas cornificadas
y tienen dificultad para multiplicarse intracelular-
mente. Las artroconidias se adhieren espe-
cificamente a los corneocitos (no a células
endoteliales), germinan y penetran en el estrato cor-
neo formando ramificaciones de hifas como un
auténtico micelio. La invasion del estrato corneo
esta favorecida por las condiciones especificas de
este habitat: células muertas, temperatura inferior a
37 °C, humedad adecuada y aporte suficiente de
hierro y otros nutrientes. Los dermatofitos poseen
potentes queratinasas capaces de hidrolizar diversos
tipos de queratina, proteina de elevado peso molecu-
lar con gran cantidad de puentes disulfuro. No todas
las queratinas son iguales, incluso dentro de un
mismo individuo existen diferencias seglin sean de
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piel, pelo o ufias. La queratina del pelo es rica en
cisteina, mientras que la de la piel lo es en metioni-
na. Estas diferencias podrian ser una de las explica-
ciones del distinto tropismo que presentan ciertas
especies por colonizar determinados tejidos.

Epidemiologia

La incidencia de estas micosis varia notable-
mente de unos paises a otros y también las especies
que las producen. Los hongos dermatofitos pueden
clasificarse en especies antropofilicas, zoofilicas y
geofilicas, segin cual sea su habitat preferente: el
ser humano, los animales o el suelo. En el ser huma-
no las especies antropofilicas suelen producir cua-
dros mas cronicos que las zoofilicas y geofilicas.
T. mentagrophytes es una especie zoofilica que
parasita un elevado numero de especies animales
(conejos, caballos, cerdos, gallinas, etc.) por lo que
la infeccion en el medio rural es mas frecuente que
en el urbano. M. canis parasita a perros y gatos que
son animales de compaiiia en las ciudades y, junta-
mente a T. mentragrophytes, son los mas abundan-
tes en Aragoén [7,8]. T. verrucosum infecta el
ganado bovino por lo que su incidencia es alta en la
provincia de Salamanca [9], donde existe ganaderia
de reses bravas y en nuestro medio da lugar a proce-
sos supurados granulomatosos en el antebrazo. La
especie T. rubrum produce habitualmente tinea
unguium en las ufias del pie, cuadro cronico muy
resistente al tratamiento.

Cuadros clinicos

Las infecciones por dermatofitos se denomi-
nan de acuerdo a la zona anatémica afectada: Tinea
capitis, en cuero cabelludo; se presenta en forma de
una placa alopécica escamosa (tifia microsporica),
pequeiias placas alopécicas escamosas (tifia tricofi-
tica) o lesiones pustulo-foliculares (Kerion)

. Tinea barbae, en barba y bigo-
te, con pequerios abscesos foliculares
Tinea corporis, en la piel lampifia de tronco, abdo-
men, extremidades y cara. Son lesiones circulares
con borde eritemato-escamoso, pruriginosas, de cre-
cimiento centrifugo . Pueden presentar-
se otras formas inflamatorias y granulomatosas
como el granuloma perifolicular de Majochi. La
forma de tifia imbricata es caracteristica de zonas
tropicales y esta producida por 7. concentricum.
Tinea cruris, region inguinal, placa eritemato-esca-
mosa, pruriginosa con bordes vesiculares, mucho
mas frecuente en el varon adulto. Tinea manum,
palmas de las manos y superficie lateral de los
dedos y espacios interdigitales. Tinea pedis, planta
y espacios interdigitales de los pies, lesiones desca-
mativas vesiculares pruriginosas con grietas en el
fondo del cuarto espacio interdigital; puede haber
hiperqueratosis. Tinea unguium, con varias formas
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clinicas: a) subungueal distal; hiperqueratosis
subungueal en el pie, asociada casi siempre a
T. rubrum; b) blanca superficial, frecuentemente
producida por T. mentagrophytes o E. floccosum, y
¢) blanca proximal producida por 7. rubrum,
M. canis o T. megnini.

Estos hongos son agentes etiologicos de
infecciones crdonicas cutaneas que afectan a la piel
altamente queratinizada de palmas, plantas, ufias y
espacios interdigitales. Clinicamente se parecen a
tinea unguium, tinea pedis y tinea manum produci-
das por hongos dermatofitos, por lo que es impor-
tante establecer el diagndstico etiologico ya que el
tratamiento es diferente segun se trate de una tifia o
de una dermatomicosis por Scytalidium.

Las infecciones por especies del género
Candida y especialmente por Candida albicans, la
mas patdogena, han aumentado notablemente en los
ultimos 30 afios. Su clasificaciéon en dos grupos, el
de las cutaneomucosas y el de las sistémico-profun-
das, facilita su estudio.

Candidiasis cutanea

La zona mas frecuentemente afectada son los
pliegues cutaneos donde la humedad crea un habitat
adecuado para su supervivencia. Se puede manifes-
tar como:

1. Intértrigo de grandes pliegues: localizado en
axilas, ingle, surco intergliteo, pliegue subma-
mario y, en personas obesas, en el
pliegue suprapubico. Suele estar favorecido por
la diabetes, el alcoholismo o la obesidad.

2. Erosion interdigital: infeccion localizada entre
los dedos de las manos o de los pies.

3. Candidiasis del paiial: intértrigo del lactante
localizado en los pliegues inguinales, suprapubi-
co e intergluteo

4. Foliculitis: infeccion del foliculo piloso en los
pacientes VIH positivos

5 Onicomicosis candididsica con paroniquia y
perionixis: inflamacion periungueal, con dolor y
enrojecimiento y, en las fases agudas, exudado
purulento. Esta es la forma mas caracteristica de
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En las onicomicosis pueden aislarse otras espe-
cies de hongos diferentes de los dermatofitos, como
Fusarium o Asperqgillus (Figura 2.7) que, en ausencia
de un hongo dermatofito y aislados tres veces en cul-
tivo puro, podrian considerarse como causantes de la
lesion. En caso contrario, sélo puede admitirse que
estad colonizando una ufia previamente lesionada.
La onicomicosis negra esta producida, casi siempre,
por especies del género Phialophora. Las onicomico-
sis en los dedos de las manos con perionixis suelen
ser producidas por C. albicans [10] .

Figura 2.3. Tinea capitis por Microsporum canis. Se observan
zonas alopécicas descamadas.

Figura 2.4. Kerion de Celso en cuero cabelludo por Figura 2.6. Tinea corporis producida por Microsporum canis. Las

Trichophyton mentagrophytes. lesiones son de aspecto circinado y crecimiento centrifugo. Para
diagnostico micolodgico la toma debe realizarse en la periferia de la
lesion.
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Figura 2.7. Onicomicosis por Aspergillus candidus, con afectacion
Figura 2.5. Tinea barbae. Destacan las lesiones ungueal, onicorexis e hiperqueratosis.

pustulosas en la zona pilosa del menton. Se trata
de un Kerion de Celso producido por Trichophyton
mentagrophytes.
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Micosis mas frecuentes en nuestro medio

Figura 2.11. Onicomicosis por Candida albicans con inflamacién

periungueal (perionixis).

Figura 2.9. Dermatitis del area del pafal por Candida albicans. Figura 2.12. Onicomicosis producida por Candida parapsilosis y
C. tropicalis. Hiperqueratosis distal de color blanco-amarillenta y
onicolisis. No hay perionixis.

onicomicosis candidiasica, que es mas frecuente
en la mujer (Figura 2.11). En otros casos la paro-
niquia es cronica, con una ufia engrosada, endu-
recida, de color pardo, estriada, no friable e
invasion de todas las capas de la lamina ungueal.
Una tercera forma es la onicolisis candidiasica
con despegamiento de la lamina ungueal.

En las lesiones cutaneas el agente causal mas
frecuentemente aislado es C. albicans. Sin embargo,
en las onicomicosis, pueden también aislarse
C. parapsilosis y otras especies (Figura 2.12).
Ademas de la afectacion primaria, en la piel tam-
bién pueden desarrollarse lesiones como expresion
metastasica de una candidiasis diseminada. Son

lesiones macronodulares y es necesaria la biopsia
Figura 2.10. Foliculitis por Candida albicans en paciente VIH positi- para su estudio microbiolégico.
vo, heroinémano. Ademas de las lesiones pustulosas en la zona
folicular pilosa, el paciente también tenia foliculitis en cuero cabellu-
do y zona pilosa del torax.

Infeccién en las mucosas por Candida spp.

1. Oral o muguet. Es una infeccion bucal caracte-

Asociacion Espariola de Micologia



rizada por la apariciéon de manchas blanco-cre-
mosas en la lengua y en otras superficies de la
mucosa bucal como la cara interna de las meji-
llas o el paladar blando . Pueden
ser eliminadas dejando una superficie sangrante
y dolorosa. Estas placas pseudomembranosas
estan constituidas por células epiteliales desca-
madas, leucocitos, queratina, tejido necrético,
bacterias e incluso, restos alimenticios. El diag-
ndstico se confirma facilmente por la visualiza-
cion de las levaduras gemantes, blastosporadas,
incluso con hifas verdaderas, al realizar un exa-
men microscopico en fresco o mediante tincion
de Gram.

Dentro de las lesiones candidiasicas orales

existen otras formas clinicas:

a) Candidiasis atréfica aguda: atrofia de la len-

gua como secuela de la previamente descrita
pseudomembranosa,

b) Candidiasis atréfica cronica: reaccion infla-

<)

matoria cronica con engrosamiento epitelial
bajo las placas dentales,

Queilitis angular: inflamacién de las comisu-
ras labiales ,Y

d) Lengua pilosa negra: no siempre debida a

Candida y caracterizada por hipertrofia de las
papilas que pueden alcanzar gran longitud y
color negro en la parte central del dorso

La especie causal mas frecuente es C. albi-

cans, pero en los pacientes tratados con fluconazol
puede aislarse C. glabrata y C. krusei, especies
menos sensibles o resistentes a este antifungico.
C. dubliniensis es otra especie que se encuentra con
relativa frecuencia en la cavidad oral, sobre todo en
pacientes con sida, pero puede estar colonizando sin

pro

2.

ducir lesiones.

Esofagitis. Esta entidad se suele asociar a proce-
sos malignos hematologicos y al sida. La inva-
sion del esofago suele producirse por
diseminacion directa de un foco bucal. Los sin-
tomas mas comunes son la disfagia y el dolor
subesternal. El diagnostico definitivo se realiza
mediante biopsia endoscopica (Figura 9.1) o por
cepillado esofagico siendo necesario hacer el
diagnostico diferencial con una infecciéon por
herpesvirus, ya que la mayoria de los pacientes
son inmunodeprimidos.

Candidiasis de mucosa gastrointestinal,
no esofagica. Se asocia a procesos malignos y
suele presentarse como una ulcera o un grupo de
ellas, tanto en mucosa gastrica como en intestino
delgado o grueso. Al igual que en otras candidia-
sis mucosas, se pueden observar las tipicas pla-
cas blanquecino cremosas por endoscopia.
Recientemente se esta estudiando la candidiasis
gastrica y su posible relacion con la administra-
cion de cimetidina u otros agentes bloqueantes

Candidosis oral en paciente VIH
positivo por Candida albicans.

aiF

Queilitis angular por Candida albicans. Lesiones erite-
matosas con fisuras localizadas en el pliegue de la comisura bucal.

Glositis (lengua negra) por Candida albicans. Se apre-
cia la coloracién negruzca de distribucién irregular en el dorso de la
lengua.
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Micosis mas frecuentes en nuestro medio

Figura 2.16. Vulvovaginitis por Candida albicans. Destaca el inter-
trigo en los pliegues inguinales.

H-.

4. Vulvovaginitis. Habitualmente cursa con leuco-
rrea y placas pseudomembranosas en la cavidad
vaginal, aunque también la vulva, el periné y la
region inguinal se afectan con cierta frecuencia
(Figura 2.16). Se acompafia de prurito y moles-
tias locales que pueden originar dispareunia y
dolor en la miccién. Se observa con mas fre-
cuencia en pacientes diabéticas, gestantes o
sometidas a terapia antibiotica. C. albicans es la
especie mas frecuentemente aislada seguida por
C. glabrata.

5. Balanitis. Suele iniciarse con vesiculas en el
pene que evolucionan, en los casos intensos, a
placas pseudomembranosas, erosiones o pustulas
superficiales en el glande y en el surco balano-
prepucial. Las lesiones pueden extenderse a
escroto y pliegues, acompafiandose de prurito y
escozor intenso. C. albicans es la especie aislada
con mayor frecuencia.

Candidiasis mucocutanea cronica

Con esta denominacion se engloban un con-
junto heterogéneo de infecciones causadas, sobre
todo, por C. albicans en piel, mucosas, pelos o ufias
y que presentan una evolucion pertinaz a pesar de la
terapia antifingica convencional. Es un proceso
poco frecuente que se asocia a alteraciones inmuno-
logicas en el huésped y suele coincidir con otras
infecciones; afecta con mas frecuencia a nifios, pero
puede manifestarse durante toda la vida. Los pacien-
tes suelen presentar anergia, con falta de capacidad
de respuesta a los mitégenos, déficit de linfoquinas,
hipoparatiroidismo, deficiencia en el metabolismo
del hierro o avitaminosis A.

2.3. Micosis subcutaneas

Son infecciones del tejido subcutaneo asocia-
do a dermis y epidermis, causadas por hongos
saprofitos cuyo habitat es el suelo y las plantas. La
puerta de entrada es la inoculacion traumatica de
material contaminado: astillas, espinas u otros obje-
tos punzantes, por lo que también se denominan
micosis de implantacion. Esta circunstancia permite
agrupar a un conjunto heterogéneo de infecciones
causadas por hongos taxonémicamente muy diver-
sos y cuyo denominador comun es la puerta de
entrada en el huésped. En nuestro pais la micosis
subcutanea mas importante es la esporotricosis,
seguida de la feohifomicosis subcutanea. En la
Tabla 2.1 figuran las caracteristicas mas destacables
de las micosis subcutaneas.

2.3.1. Esporotricosis

La inoculacion traumatica de Sporothrix
schenckii, tras un periodo de incubacion de 15-30
dias, produce una infeccion cronica caracterizada
por lesiones nodulares en el tejido cutdneo y subcu-
taneo acompaiiada de linfangitis del area afectada.

Tabla 2.1. Caracteristicas mas destacables de las micosis subcutaneas. Modificado de Rubio et al. [12].

Pus Granuloma Fibrosis Necrosis Otras caracteristicas
Esporotricosis + + + + Cuerpos asteroides
Lobomicosis - + + - Levaduras unidas
Rinosporidiosis - + - — Esporangios
Feohifomicosis -/ % + - - Hifas septadas pigmentadas
Cromomicosis + + — Cuerpos esclerociales
Micetoma + + + + Supuracién con granulos
Conidiobolomicosis - + + - Esporoforos elongados
Basidiobolomicosis + + - + Esporoforos cortos
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Habitat y epidemiologia

S. schenckii vive en la naturaleza asociado a
la vegetacion, plantas o restos vegetales en el suelo,
por lo que la incidencia de la esporotricosis es
mayor en trabajadores agricolas y personas que ope-
ran en zonas abiertas. Se considera una enfermedad
profesional de guardabosques, horticultores, jardine-
ros y personal agricola en general. La epidemia
mejor documentada es la que tuvo lugar en las
minas de oro de Transvaal, donde enfermaron mas
de 3.000 personas por contaminacioén, mediante el
roce, con vigas de madera parasitadas por el hongo.

Formas clinicas de la esporotricosis

1. Esporotricosis linfocutanea. Representa més
del 75% de las distintas formas clinicas. La pri-
mera lesion aparece en piel o tejido subcutdneo
y de forma progresiva compromete los vasos lin-
faticos drenantes. La papula inicial se infiltra,
dando lugar a un nédulo con tendencia a necro-
sarse y ulcerarse. El fondo de la tlcera es rojo,
granulomatoso y con frecuencia se cubre de una
costra serohematica. Al cabo de unas dos sema-
nas aparecen otros nodulos a lo largo del trayec-
to linfatico principal. El primer chancro cura
pero los nédulos secundarios a lo largo del tra-
yecto linfatico suelen drenar espontaneamente

. La evoluciéon dependera de la
inmunorespuesta del huésped, virulencia de la
cepa, tamafio del indculo y de la profundidad de
la lesion.

2. Esporotricosis fija o dermoepidérmica: solo
hay una lesion. La infeccion es limitada y menos
progresiva. Los vasos linfaticos no suelen estar
afectados y es mas comun en areas endémicas.

3. Otras formas clinicas:

S

Esporotricosis linfocutanea. Se muestra una lesion pri-
maria grande, infiltrada y de color eritematoso que sigue el trayecto
linfatico y otra lesién mas pequefia.

a) Pulmonar primaria: se observa en pacientes
inmunodeprimidos, se adquiere por inhalacion
y simula una tuberculosis cavitaria.

b) Pulmonar metastasica: es infrecuente.

¢) Osteoarticular: forma diseminada en huesos y
articulaciones.

d) Invasion generalizada: es rara, aunque se han
descrito formas meningeas y oculares en
pacientes inmunodeprimidos.

Asi se denomina al conjunto de micosis pro-
ducidas por Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea com-
pacta, Phialophora verrucosa, Cladosporium
carrionii y Rhinocladiella aquaspersa. Es mas fre-
cuente en los climas tropicales, siendo excepcional
en areas templadas y frias.

Las lesiones son de evolucion cronica y pue-
den presentar las siguientes formas clinicas: plana,
costrosa o vegetante verrucosa. En los cortes histo-
logicos la dermis presenta un infiltrado inflamatorio
con linfocitos, leucocitos, células epiteliodes, célu-
las gigantes de Langhans, acantosis e hiperplasia
seudoepiteliomatosa. Entre el infiltrado inflamatorio
destacan los cuerpos fungicos tabicados en red, dip-
tioseptados o esclerociales.

Es una infeccidon cutanea o subcutanea pro-
ducida por implante traumatico de hongo dematia-
ceo, en cuya lesion se observan hifas pigmentadas y
no cuerpos esclerociales. El término feohifomicosis

Lesiones pustulosas y eritemato-escamosas formando
una placa de bordes difusos, producidas por Botryomyces caespitosus.

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer



©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

también engloba micosis sistémicas por hongos
dematiaceos, patdgenos oportunistas cuyas especies
se describen en el apartado correspondiente.

Los agentes que producen lesiones cutaneas
con mayor frecuencia son: Alternaria alternata,
Bipolaris spicifera, Curvularia geniculata,
Exophiala jeanselmei, Exophiala moniliae,
Wangiella dermatitidis y Phialophora richarsidae.
En ocasiones, alguna especie, como Botryomyces
caespitosus [11], puede producir cuadros semejantes
a una cromomicosis leve

Clinicamente se caracteriza por un cuadro
localizado en tejido subcutaneo, que se inicia con
nédulos persistentes los cuales terminan fistulizando
en la piel. Progresan por contigiiidad, formando
nuevas lesiones semejantes a la primera. El conjunto
aumenta de tamafio y aparecen zonas lefiosas e
induradas, junto a fistulas que drenan abundante pus
con granulos blancos o negros (si se encuentran
hongos dematiaceos).

Los hongos implicados con mayor frecuencia
son Madurella mycetomatis y Exophiala spp., pero
también se encuentran bacterias actinomicetales de
los géneros Streptomyces, Nocardia y Nocardiopsis.

Bajo la denominacién de micosis profundas
se incluyen las siguientes infecciones fungicas: blas-
tomicosis, coccidioidomicosis, histoplasmosis, para-
cocidioidomicosis y criptococosis.

Las cuatro primeras estan producidas por
otras tantas especies de hongos dimérficos térmicos,
con crecimiento filamentoso a temperatura ambiente
y en su estado saprofito, en el suelo, y en forma
levaduriforme o esferular al parasitar al ser humano
o en cultivo a 37 °C, con CO2 en medio rico en
aminoacidos . Las’especies producto-
ras son, respectivamente: Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum y
Paracoccidioides brasiliensis. Son especies con una
distribucién restringida a zonas geograficas muy
concretas y todas ellas se adquieren por inhalacion
de las propagulas que el hongo elimina en su habitat
natural, el suelo. Una vez inhaladas, inducen cua-
dros clinicos diversos, segun el estado inmunoldgi-
co del huésped, que oscilan entre cuadros
asintomaticos inespecificos a procesos pulmonares
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Caracteristicas morfologicas diferenciales de las espe-
cies de hongos dimérficos térmicos productores de micosis endémi-
cas.

granulomatosos y, en el huésped inmunocomprome-
tido, se manifiestan de forma generalizada.

La criptococosis es una micosis producida
por la levadura capsulada Cryptococcus
neoformans. Aunque es considerada como un pato-
geno oportunista, su aislamiento en el laboratorio es
significativo de enfermedad. Por ello se incluye
entre las micosis profundas, ya que el significado
clinico de este hongo es mayor, por su patogenici-
dad, que el de los tipicos hongos oportunistas, aun-
que este criterio no es compartido por algunos
autores.

La histoplasmosis humana esta causada por
dos variedades de Histoplasma capsulatum (Darling
1906), H. capsulatum var. capsulatum e H. capsula-
tum var. duboisii, indistinguibles en su forma mice-
liar o saprofita pero diferentes en su forma
parasitica. Ambas variedades comparten la misma




forma teleomorfa: Ajellomyces capsulatus (Kwon-
Chung y McGinnis, 1979).

Habitat y epidemiologia

Aunque, tedricamente, la distribucion de
H. capsulatum es mundial, habitualmente solo se
encuentra en determinados habitats: cuevas de mur-
ciélagos, posaderos de aves, gallineros y palomares
de cualquier parte del mundo, con alta pluviosidad y
clima templado o tropical. Predomina en América,
desde el Sur de Canada hasta Argentina, aunque las
zonas mejor estudiadas son las cuencas de los rios
Mississippi, Ohio, Missouri, Rio de la Plata y la
region Serrado do Mar, en Brasil. Ademads, también
existen focos de infeccion en algunas ciudades, lo
que permitiria hablar de una histoplasmosis urbana.

Clinica

En la mayoria de las personas (aproximada-
mente 95%) la infeccion no se manifiesta clinica-
mente y s6lo puede constatarse con la prueba de la
histoplasmina (intradermoreaccion con un dializado
de cultivo), considerandose positiva la induracion
de 5 mm a las 48 h. La resolucion espontanea de la
primoinfeccion parece conferir cierta inmunidad a la
reinfeccion. En la forma aguda, los sintomas varian
desde un cuadro pseudogripal a cuadros mas com-

Forma Aguda Cronica

Pulmonar Asintomatica Neumonica o cavitada
Leve
Moderada
Grave

Diseminada Leve Progesiva mucocuta-

nea

plejos con imagenes radiologicas en forma de calci-
ficaciones diseminadas y otros que asemejan una
tuberculosis. La forma crénica corresponde a la evo-
lucidén de la anterior, suele haber antecedentes de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y afecta
mas a varones mayores de 50 afios; cursa con tos y
expectoracion siendo dificil aislar H. capsulatum
del esputo. En las formas diseminadas crénicas, el
compromiso de las mucosas es muy caracteristico,
sobre todo lesiones ulcerogranulomatosas en muco-
sa bucal, lengua, tabique nasal o laringe. Por tltimo,

en la forma diseminada aguda, que suelen padecer
enfermos con sida, puede presentarse meningoence-
falitis y focos de osteolisis en las metafisis de los
huesos largos. En la se resumen las dife-
rentes formas clinicas de la histoplasmosis.

Diagnéstico

Puede hacerse aislando el hongo de la san-
gre, médula osea, liquido cefalorraquideo (LCR) o
biopsia del tejido infectado. En la vision directa del
producto patologico, tefiido con Giemsa, se obser-
van las tipicas formas de levadura intracelulares,
con un halo alrededor, semejando una pequefia cap-
sula

La blastomicosis es la infeccion causada por
el hongo Blastomyces dermatitidis (Gilchrist y
Stokes, 1897), cuya forma teleomérfica es
Ajellomyces dermatitidis (McDonough y Lewis,
1968).

Habitat y epidemiologia

Las areas endémicas mejor estudiadas de la
blastomicosis son el sur de Canada, las cuencas del
rio San Lorenzo y de los Grandes Lagos, los Montes
Apalaches y las cuencas de los rios Mississippi y
Ohio. También se han descrito casos autoctonos en
Africa Central, India, Arabia Saudi y Polonia. En
zonas rurales, agricolas y ganaderas, se ha aislado
B. dermatitidis del suelo en gallineros, corrales y
establos. Su habitat natural lo constituyen los terre-
nos con alto contenido organico, abonados con
deyecciones de animales, pH éacido y elevada hume-
dad, en zonas de clima templado y abundantes llu-
vias. En los animales domésticos también puede
desarrollarse una blastomicosis que suele ser coinci-
dente, en el espacio y en el tiempo, con la del ser
humano.

Clinica

La blastomicosis es una infeccion casi siem-
pre cronica caracterizada por lesiones granulomato-
sas y supurativas. La lesion mas frecuente es la
pulmonar pero se reconocen las siguientes formas
clinicas: infeccion pulmonar aguda, infeccion pul-
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monar cronica, enfermedad extrapulmonar crénica
(con participacion de piel, huesos y tracto genitouri-
nario), forma aguda fulminante, forma primaria
cutanea e infeccion asintomatica. Las formas asinto-
maticas son también las mas comunes, conociéndo-
se su incidencia por las intradermoreacciones
realizadas con caracter retrospectivo.

Diagnéstico

Mediante el examen microscopico directo de
los tejidos biopsiados o del esputo se pueden obser-
var las tipicas formas levaduriformes, con una ancha
base de gemacion, de B. dermatitidis
El cultivo, a temperatura ambiente y a 35 °C, de los
productos patologicos permite el aislamiento e iden-
tificacion del agente causal.

La coccidiodomicosis es la infeccion causada
por Coccidioides immitis (Rixford y Gilchrist, 1896),
hongo del que no se conoce su fase teleomorfa.

Epidemiologia

Es una micosis propia del continente ameri-
cano. Las zonas endémicas abarcan desde el sudoes-
te americano a Centroamérica, Venezuela, Paraguay
y hasta la Patagonia argentina. Pero, sin duda, el
area mejor estudiada comprende los estados de
Arizona, Texas y Nuevo México. El desierto meji-
cano de Sonora también es un importante reservorio
de C. immitis.

Clinica

La inhalacién de los artroconidios puede pro-
ducir un cuadro pulmonar con o sin diseminacion,
pero si las defensas del huésped son capaces de des-
truirlas dejan un estado de inmunidad, que se pone
de manifiesto con la intradermoreaccion a la cocci-
dioidina. La coccidioidomicosis primaria puede pre-
sentar sintomas de reaccion alérgica. Pero las
formas secundarias suelen manifestarse como una
infeccion sistémica generalizada, con participacion
Osea, meningea y cutanea. Las formas diseminadas
se observan mayoritariamente en el huésped inmu-
nodeprimido.

Diagnéstico

Mediante el examen microscépico directo
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del esputo o de los tejidos biopsiados pueden obser-
varse las caracteristicas esférulas repletas de endos-
poras de C. immitis . Asi mismo,
el cultivo, a temperatura ambiente y a 35 °C, de los
productos patologicos permite el aislamiento e iden-
tificacion del agente causal.

La paracoccidiodomicosis es una micosis
granulomatosa subaguda, endémica de América
Latina, causada por el hongo Paracoccidioides bra-
siliensis (Esplendore y Almeida, 1930) del que no
se conoce su fase teleomorfa.

Epidemiologia

Aunque se supone que el suelo es su habitat
natural, éste no se conoce con exactitud. Las zonas
endémicas son de clima suave (20-24 °C) y lluvias
frecuentes, como las laderas de la selva subtropical
donde existen los cafetales. P. brasiliensis encuentra
un ecosistema adecuado en las zonas boscosas de
los grandes rios y lagos de Brasil, Venezuela,
Colombia, Paraguay y norte de Argentina. Se ha
comprobado que la enfermedad es mas frecuente en
el varén que la mujer, habiéndose demostrado que
una proteina micelial del hongo se une a los estroge-
nos y no a la testosterona, por lo que la conversion a
levadura, forma patodgena, estaria mas bloqueada en
la mujer que en el hombre.

Clinica

La infeccion primaria suele ser asintomatica
y puede resolverse o dejar una lesion residual, en
ambos casos la intradermoreaccion a la paracocci-
dioidina es positiva. La enfermedad sintomatica es
una consecuencia de la relacion parasito-huésped,
siendo importante la virulencia de cada cepa. Las
formas sintomaticas se presentan como una forma
juvenil aguda, con participacion pulmonar y del sis-
tema reticuloendotelial, con adenopatias, hepatoes-
plenomegalia y afectacion 6sea, o como una forma
cronica del adulto, que supone un 90% de los casos,
con lesiones pulmonares y metastasis en diversos
organos. Destacan las lesiones en mucosa orofarin-
gea, que simulan amigdalitis crdnicas, las lesiones
periodontales y las laringeas, asi como lesiones
ulcero-vegetativas peribucales. Ademas, puede
haber lesiones cutaneas nodulares, necréticas o de
tipo absceso frio subcutaneo.

Diagnéstico

En la vision microscopica directa del esputo




Micosis mas frecuentes en nuestro medio

se observan las tipicas levaduras multigemantes en
forma de rueda de timon, caracteristicas de P. brasi-
liensis (Figura 2.19).

2.4.5. Criptococosis

Por criptococosis se entiende la infeccion
subaguda o cronica, pulmonar o meningea, causada
por la levadura Cryptococcus neoformans (Sanfelice
y Vuillemin, 1901). Se han identificado 4 serotipos
A, B, Cy D de C. neoformans. Los serotipos Ay D
producen el estado teleomorfo Filobasidiella neo-
formans (Kwon-Chung, 1975) y los serotipos By C
producen el teleomorfo originalmente denominado
Filobasidiella bacillispora, pero que en la actuali-
dad se ha comprobado que es idéntico a C. neofor-
mans var. gatti, por lo que se ha llegado a la
conclusiéon de que la forma teleomorfa
Filobasidiella neoformans engloba todos los seroti-
pos [14].

Epidemiologia

C. neoformans es una especie ubicua en la
naturaleza. La extension de los casos infectados y
subclinicos no se conoce, ya que no se ha desarro-
llado un antigeno adecuado para la intradermoreac-
cidn, necesaria en los estudios de poblacion. Su
habitat es el suelo contaminado con material fecal
de aves. El reservorio mas importante son las palo-
mas, sobre todo la urbana (Columbia livia).
El hongo no suele aislarse en deyecciones recientes,
pero si en las acumuladas en aleros de edificios, ati-
cos o balcones de casas abandonadas, donde duer-
men las palomas. Este habitat urbano, desecado,
alcalino y rico en sales de nitrogeno, es ecologica-
mente restrictivo, pero muy frecuente en nuestro
medio.

Clinica

Las levaduras inhaladas, desecadas y de
menor tamafio que las observadas en LCR, llegan a
los espacios alveolares y el desarrollo de la infec-
cion-enfermedad dependera de la eficacia fagocitica
de los macrofagos, asi como de la respuesta inmune
celular del huésped. Las formas clinicas pueden ser:
pulmonar, del sistema nervioso central (SNC), dise-
minada y mucocutanea. La forma pulmonar suele

Figura 2.20. Sedimento de liquido cefalorraquideo observado con
tinta china que permite destacar el espesor de la capsula de
Cryptococcus neoformans (x100).

Figura 2.21. Colonias mucoides de Cryptococcus neoformans en
agar chocolate.

ser asintomatica, inespecifica o semejando una
tuberculosis aguda con distress respiratorio. La mas
frecuente es la del SNC, presentandose en forma de
meningitis cronica, meningoencefalitis o de granu-
loma criptococico cerebral. La forma mucocutanea
corresponde a metastasis de la forma diseminada,
observandose nddulos subcutaneos en cara y nuca
en pacientes VIH positivos o con sida.

Diagnéstico

El LCR es la muestra méas adecuada para la
observacion de las levaduras capsuladas (Capitulo 6)
(Figura 2.20) y la determinacion del glucuronoxil-
manano que forma el polisacarido capsular
mediante técnica de latex (Capitulo 14). En la forma
diseminada cualquier 6rgano puede estar afectado.
El aislamiento a partir de la sangre fue el método
diagnostico mas eficaz en los enfermos con sida
antes de la terapia retroviral altamente resolutiva.
El aislamiento de C. neoformans es sencillo pues
crece bien en los medios habituales, donde se apre-
cian las colonias mucoides tan caracteristicas
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. En el medio Staib con Guizzotia
abyssinica, la formacion de las colonias marrones
ayuda a su identificacion (Capitulo 3).

Este término se reserva para aquellas micosis
invasoras, o que afecten a dos o mas 6rganos no
adyacentes, producidas por especies fungicas paté-
genas oportunistas. En su etiologia estan implicadas
especies ubicuas, de distribuciéon mundial, que for-
man parte de la microflora ambiental o son comen-
sales de la piel o mucosas. Habitualmente son
eliminadas por los leucocitos polimorfonucleares y
macrofagos, pero cuando hay una alteracion de la
inmunorespuesta del huésped, se ha producido un
vacio ecoldgico por la administracion de antibioti-
cos o han tenido lugar circunstancias especiales que
afectan a la funcion del sistema inmune, puede
desarrollarse el cuadro clinico que, dadas las carac-
teristicas del huésped, suele ser muy grave.

El agente etioldgico puede ser cualquier
especie fungica capaz de crecer a 37 °C y cuyos
requerimientos nutricionales estén contemplados en
los tejidos del huésped: levaduras, hongos micelia-
res moniliales o dematiaceos, ascomicetos, basidio-
micetos y zigomicetos. Siendo los mas frecuentes
Candida spp., Cryptococcus spp., Blastoschizo-
myces capitatus, Trichosporon asahi, Aspergillus
spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Mucor
spp., Rhizopus spp., asi como otros géneros de las
familias Moniliaceae y Dematiaceae.

De todas ellas, las micosis sistémicas mas
observadas en nuestro medio son las candidiasis, la
aspergilosis y la zigomicosis. Su clinica suele ser
variada e inespecifica, por lo que el aislamiento en
el laboratorio de uno de estos patdogenos en un suje-
to de riesgo, debe alertar al clinico sobre la existen-
cia de una posible micosis, constituyendo una
indicacion para la instauracion del correspondiente
tratamiento antifingico.

La candidiasis sistémica es la micosis sisté-
mica mas frecuentemente observada en nuestro
medio. Esta producida por C. albicans y otras espe-
cies del mismo género al invadir la sangre u otros
organos profundos.
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Epidemiologia

Las levaduras del género Candida tienen su
habitat natural en la mucosa rectal, vaginal y bucal,
por lo que la mayoria de los procesos pueden consi-
derarse de transmision enddgena, aunque también se
ha demostrado, mediante tipado molecular, la trans-
mision interpersonal. La candidemia puede ser el
resultado de la contaminacion de sondas o catéteres,
asi como de traumatismos gastrointestinales o, tam-
bién, del paso a la sangre de una candidiasis ya esta-
blecida. La diferenciacién entre contaminacion por
catéter y expresion de una candidiasis sistémica es
dificil de establecer, por lo que actualmente se reco-
mienda tratar con antifungicos cualquier candide-
mia, independientemente de su origen [15].

Clinica

La sintomatologia de una candidemia es
similar a la de cualquier sepsis bacteriana, por lo
que debe sospecharse clinicamente ante todo
paciente de riesgo o inmunodeprimido cuya fiebre
no remita a pesar de la terapia antibacteriana. Las
infecciones por Candida pueden adoptar diversas
formas (sepsis, neumonia, endocarditis, artritis,
osteomielitis, costocondritis, miositis, peritonitis,
meningitis, etc.) y localizaciones (SNC, higado,
bazo, vesicula biliar, ocular, etc.) [3,14,16].

Diagnéstico

A pesar de sus limitaciones, el hemocultivo
sigue siendo la mejor técnica para el diagnostico de
una candidemia (Capitulo 6). Por otra parte, desde
la perspectiva del laboratorio, también se puede sos-
pechar una candidiasis sistémica cuando exista can-
diduria en un paciente inmunodeprimido sin sonda
uretral. El aislamiento en dos focos de la misma
especie de Candida también es significativo, asi
como la presencia de endoftalmitis o de lesiones
maculo-nodulares en la piel. El significado clinico
de la recuperacion de Candida en esputo, orina,
heces y piel es dificil de valorar ya que puede ser
expresion de una invasion o, lo mas probable, de
una colonizacién. Por otra parte es de destacar la
resistencia a fluconazol de algunas especies como
C. krusei y C. grabrata por lo que la identificacion
de la especie y, en algunos casos, la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria sera de gran
utilidad para ayudar al clinico en la correcta terapia
de los pacientes con candidiasis sistémica, casi
siempre inmunodeprimidos o ingresados en una
Unidad de Cuidados Intensivos.




La aspergilosis invasora o sistémica esta pro-
ducida por diversas especies del género Aspergillus.
Aspergillus fumigatus es el agente causal de mas del
90% de los casos de aspergilosis invasora, le siguen
en frecuencia 4. flavus y A. niger, aunque ésta ulti-
ma especie se asocia mas a otomicosis.

Epidemiologia

La aspergilosis se transmite por inhalacion
de las conidias de Aspergillus que germinan e inva-
den los tejidos cuando no son fagocitadas por los
macrofagos alveolares ni detenidas por leucocitos
polimorfonucleares y el resto del sistema inmune,
por lo que los pacientes inmunodeprimidos constitu-
yen el principal grupo de riesgo para adquirir esta
grave infeccion. Los pacientes con neutropenia pro-
longada y profunda estan predispuestos a una neu-
monia aguda rapidamente progresiva, que se hace
sistémica si se mantiene la neutropenia. La aspergi-
losis pulmonar invasora también es frecuente en
pacientes leucémicos y en receptores de 6rganos.
De las diversas metastasis que pueden producirse en
una aspergilosis sistémica destaca la del SNC, con
infarto cerebral, vasculitis o abscesos cerebrales,
segun las situaciones.

Clinica

Las diferentes especies de Aspergillus pue-
den colonizar diversas estructuras anatémicas
(oidos, senos paranasales, cavidades pulmonares
previamente formadas, etc.) o desencadenar cuadros
clinicos de tipo alérgico. Pero las infecciones mas
graves que producen son las debidas a su invasion
tisular, bien por inoculacidon traumatica, como las
formas oculares, o bien secundarias a la inhalacion
de sus esporas, como en las formas pulmonares o
sinusales.

Diagnéstico

El aislamiento del hongo por cultivo debe
acompanarse de la demostracion de las hifas en el
tejido afectado. La calidad de la muestra es definiti-
va para la valoracién del hallazgo. En esputo, puede
corresponder a una colonizacion, sobre todo si se
encuentran las hifas ramificadas y con sus extremos
terminales dilatados, indicando que estd multipli-
candose sobre una materia organica, pero no inva-
diendo como se demuestra con la histopatologia. Sin
embargo, un cultivo positivo de un esputo en un
paciente con neutropenia profunda y leucemia aguda
sugiere diagnoéstico de aspergilosis invasora [16].
Los hemocultivos suelen ser negativos, por lo que
no son utiles para el diagnoéstico. Como valiosa
alternativa al cultivo convencional, actualmente se
dispone de una técnica de ELISA para detectar el

antigeno galactomanano en suero con unos notables
indices de sensibilidad y especificidad
(Capitulo 14).

Mucormicosis ha sido el nombre comun que
se ha dado a las infecciones por especies del género
Mucor, pero, como se ha comprobado que otros
muchos géneros de los Zygomycetes, pueden causar
enfermedad, la denominaciéon debe generalizarse a
todos ellos.

Epidemiologia

Absidia spp., Mucor spp., Rhizomucor spp.,
Rhizopus spp., Cunnighamella spp.,
Mortierella spp., Syncephalastrum spp., Saksenaea
spp., Apophysomyces spp. y Cokeromyces spp.,
entre los Mucorales, y Conidiobolus spp. y
Basidiobolus spp., entre los Entomophthorales, se
ha comprobado que pueden actuar como causantes
de sindromes clinicos diversos, no siempre sistémi-
cos, sino mas frecuentemente subcutaneos. Todos
ellos son hongos cosmopolitas, cuyo habitat natural
es la materia organica en descomposicion.

Clinica

Las formas clinicas mas frecuentes de
mucormicosis son: rinocerebral, pulmonar, cutanea,
intestinal, del SNC, periorbitaria y nasal, afectando
paladar duro. En el caso de la entomoftoramicosis,
las lesiones mas destacadas son en fosas nasales,
tejidos paranasales, senos y boca.

Diagnéstico

Como existe invasion vascular y necrosis, la
investigacion microbiologica debe hacerse de las
escaras y exudados negruzcos. El hisopo no es un
medio adecuado para obtener la muestra. En el exa-
men microscopico directo se observan las hifas
anchas, de 10-20 um de diametro, no tabicadas, con
ramificaciones en angulo recto, de anchura variable,
como si fuesen cintas medio dobladas (a diferencia
de las hifas de Aspergillus, Scedosporium o
Fusarium que son mas estrechas y uniformes, tabi-
cadas y con ramificaciones en angulo agudo).
El diagnostico diferencial debe hacerse con la asper-
gilosis invasora ya que Aspergillus también invade
los vasos y produce necrosis tisular, para ello el
unico método definitivo es el cultivo y posterior
identificacion del agente causal. Sin embargo, aun-
que estos hongos son muy faciles de cultivar, su ais-
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celulares en los tejidos mientras que Aspergillus
spp. no lo hace y se fragmenta muy poco, por lo que
los tres primeros tienen mas posibilidades de alcan-
zar los vasos sanguineos que éste tltimo.
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Fundamentos basicos para el diagnéstico micolégico

Antonio Rezusta Lopez
Aurora Sanchez Sousa
Joaquina Gil Tomas

Para alcanzar el éxito en el diagnodstico mico-
légico es fundamental realizar adecuadamente la
recogida de la muestra, su transporte y procesamien-
to, la siembra de la misma en los medios idoneos y a
la temperatura adecuada, asi como la identificacion
e interpretacion correcta de los aislamientos.

A la hora de valorar un crecimiento fungico,
hay que tener siempre presente la necesidad de dife-
renciar un “aislamiento significativo” de otros debi-
dos a hongos contaminantes, ya que no es lo mismo
identificar una especie fungica que diagnosticar una
micosis.

En este Capitulo se detallan los fundamentos
y recomendaciones basicas del diagnostico micolo-
gico y en los siguientes, las caracteristicas especifi-
cas del procesamiento de cada muestra segun el
origen anatomico de la misma.

3.1. Recogida de muestras

El diagnostico de las micosis comienza con
su sospecha clinica por lo que una adecuada obten-
cion de la muestra, a partir de la lesion, y su correc-
ta manipulacion, para mantener la viabilidad del
agente etioldgico y evitar posibles contaminaciones,
son aspectos fundamentales que siempre deben
tenerse en cuenta para la obtencion de un correcto
diagnéstico micologico.

No debe olvidarse la importancia de etiquetar
y rellenar adecuadamente el volante de peticion, de
forma que refleje claramente la sospecha clinica y
los factores predisponentes del paciente; destacan-
do, si los hubiera, la existencia de tratamientos que
pudieran interferir en el aislamiento del miceto.

3.1.2. Consejos generales para optimizar
la recogida de muestras

1. Debe disponerse de un protocolo de recogida de
muestras actualizado periddicamente.

2. Es necesario recoger las muestras asépticamente,
utilizando contenedores estériles, remitirlas al
laboratorio antes de 2 h y sembrarlas lo antes
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posible.

3. La muestra debe recogerse antes de instaurar el
tratamiento y siempre de la parte activa de la
lesion (cuando se sospecha una micosis pulmo-
nar es preferible una muestra respiratoria antes
que un hemocultivo).

4. Los hisopos deben ser evitados, siempre que el
tipo de lesién lo permita. Pero hay muestras
(conducto auditivo, faringe, vagina o cérvix) que
no pueden ser recogidas de otra manera.

5. En el caso de heridas abiertas, drenajes o lesio-
nes superficiales, debe limpiarse la zona previa-
mente para evitar contaminaciones.

6. Las muestras de lesiones cerradas y abscesos
suelen ser de gran rendimiento. Deben ser aspi-
radas con jeringa y transferidas a un contenedor
estéril, prestando atencion a la recogida de gra-
nulos, si los hubiese.

7. El raspado de lesiones de piel y faneras puede
realizarse con distintos materiales; los mas utili-
zados son bisturi, moqueta o cepillo.

8. En situaciones que requieran un estudio epide-
mioldgico, debe establecerse la necesidad de una
recogida de muestras ambientales, familiares o
de animales.

3.2. Transporte de las muestras

Las muestras deben ser transportadas en un
recipiente estéril, humidificado y a prueba de verti-
dos; sin embargo, las muestras dermatoldgicas pue-
den transportarse en un recipiente seco (placa de
Petri, papel de fotografia negro, entre dos portas,
etc.) o, de forma ideal, sembrada directamente sobre
el medio de cultivo.

No deben introducirse en medios de trans-
porte, a no ser que sea facil retirar la muestra del
medio.

Los raspados corneales y hemocultivos
deben sembrarse directamente en el medio de culti-
vo adecuado.

Las muestras, una vez obtenidas, deben sem-
brarse lo antes posible después de la recogida.
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Aunque hay pocos estudios sobre el descenso de la
viabilidad de los hongos a temperatura ambiente o
por la accién del hielo seco, es conocida la dificul-
tad de recuperar Rhizopus arrhizus en muestras
demoradas y, también, la pérdida de viabilidad de
algunos hongos por la desecacion, temperatura ele-
vada (>37 °C) o baja (<10 °C), sobrecrecimiento
bacteriano, presencia de leucocitos, etc. [1].

Las muestras cuyo transporte se prolongue
mas de 2 h deben almacenarse a 4 °C, excepto la
sangre y los liquidos estériles (30-37 °C) y las
muestras dermatoldgicas (15-30 °C) [2].

3.3. Procesamiento de las muestras

En términos generales, los procedimientos
utilizados en el laboratorio de bacteriologia son ade-
cuados para el cultivo de hongos, pero hay que tener
en cuenta que, habitualmente, la carga microbiana
es inferior en el caso de los hongos con respecto a
las bacterias. Esto obliga a recoger mayor cantidad
de muestra para obtener un rendimiento 6ptimo.

3.3.1. Consejos generales para optimizar
el procesamiento de muestras

1. Comprobar que el etiquetado de la muestra es
correcto

2. Registrar toda la informaciéon necesaria que
pudiera afectar a la calidad de la muestra y que
represente interés diagnostico (aspecto, color,
olor, consistencia, presencia de coagulos, etc.),
asi como todo lo relacionado con su recogida,
transporte y conservacion.

3. Durante el procesamiento, deben seguirse todas
la medidas de seguridad necesarias, tanto para el
personal como para la muestra.

4. El procesamiento debe llevarse a cabo tan pronto
como sea posible para garantizar la viabilidad
del hongo, utilizando el medio de cultivo y la
temperatura de incubacion mas adecuada.

5. La recuperacion de los hongos es imprescindible
para su identificacion y la realizacion de pruebas
de sensibilidad.

6. El tipo de procesamiento y los medios utilizados
dependen de las caracteristicas de cada muestra.

3.3.2. Preparacion de la muestra

Para optimizar tanto la observacion micros-
copica como el cultivo, es necesario preparar la
muestra, aunque algunas se pueden inocular directa-
mente sin que sea necesaria su manipulacion previa:

1. Los tejidos deben ser troceados e inoculados en

pequetios trozos en el medio de cultivo con el fin
de facilitar el crecimiento o la penetracion de
algunos colorantes como el blanco de calcofluor.
La utilizaciéon de homogenizadores no esta com-
pletamente aceptada ya que puede destruir a los
hongos no septados.
Las muestras altamente viscosas, tales como el
esputo, deben fluidificarse, sin diluirlas excesi-
vamente. Y, si son muy diluidas, deben concen-
trarse mediante centrifugacion.

2. Los liquidos organicos (LCR, pleural, peritone-
al, articular, etc.) deben concentrarse por centri-
fugacién (1.500-2.500 g durante 10 min) o
filtracion (0,2 pm de poro), siempre que haya
suficiente cantidad. Estas muestras pueden
requerir un procesamiento especial, o ser sem-
bradas directamente en el medio de cultivo.

3. Los fragmentos ungueales se trocean progresiva-
mente con un bisturi y se pulverizan.

3.3.3. Cultivo de la muestra

En la Tabla 3.1 se resumen los medios de
cultivo recomendados habitualmente segun el tipo
de micosis.

3.3.4. Observacion de la muestra

El diagnostico definitivo de la mayoria de las
micosis requiere el aislamiento e identificacion del
hongo a partir del cultivo, lo que supone, con fre-
cuencia, varios dias o semanas de dilacion.

No obstante, el método mas rapido para la
deteccion de estructuras fingicas en una muestra
clinica es el examen microscopico de la misma. Este
examen puede aportar, en ocasiones, un diagnostico
definitivo (pitiriasis versicolor) y en otras, un diag-
ndstico tentativo previo a la confirmacién definitiva
por cultivo. Por lo tanto, es un procedimiento que
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Tabla 3.1. Medios de cultivo basicos recomendados.

Micosis superficiales « Agar glucosado de Sabouraud (SDA) + cloranfenicol (SDAC)

» Agar glucosado de Sabouraud + cloranfenicol + cicloheximida (Mycobiotic®,
Mycosel®)

« Dermatophyte test medium (DTM), opcional

» Ante la sospecha de Malassezia utilizar medio de Leeming (LNA) o de Dixon
modificado (mDixon), en el caso de pitiriasis no es necesario el cultivo para el
diagnostico

« Para la deteccion de Candida en las muestras mucocutaneas, la utilizacion de
medios cromogénicos facilita la deteccion de cultivos mixtos, y la identificacion

rapida
Micosis subcutaneas + SDA, SDAC, Mycobiotic o Mycosel (MYC), Agar infusion cerebro-corazén (BHIA)
Micosis sistémicas « SDAC

+ BHIA (Dimorficos)

« Agar de Staib (Cryptococcus)

« BHIA con antibacterianos e, incluso, con cicloheximida en muestras muy contami-
nadas (Dimorficos)
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* LNA o mDixon (Malassezia)

Miscelanea - SDAC
(aspergilosis, mucormicosis, otomicosis)

deberia ser realizado en todos los laboratorios ya
que puede hacerse mediante técnicas sencillas, per-
mitiendo dirigir los medios adecuados para el culti-
vo de la muestra. En el Capitulo 14 de esta Guia se
detallan las caracteristicas de las técnicas de exa-
men microscopico mas utilizadas en Micologia.

Las limitaciones y los problemas del examen
microscopico también deben ser tenidos en cuenta:

1) un examen negativo no excluye la infeccion;

ii) el examen microscopico puede originar falsos
positivos al confundirse ciertas estructuras con
elementos fungicos (linfocitos lisados por
Cryptococcus neoformans en la tincion con tinta
china, fibras de coldgeno o del hisopo pueden
confundirse con elementos fungicos, gotas de
grasa con levaduras gemantes, etc);

iii) si la muestra es escasa, el cultivo debe ser priori-
tario.

El examen microscopico debe realizarse, al
menos, en todas las muestras con alta sospecha de
micosis; aunque lo ideal seria realizarlo siempre que
fuese posible.

Las muestras para estudio micologico deben

ser examinadas tanto macroscopica como microsco-
picamente:

Observacion macroscopica

Asociacion Espariola de Micologia

Antes de inocular los medios de cultivo y
realizar el examen microscopico, la muestra debe
ser examinada en busca de granulos, material caseo-
so0, purulento, hemorragico o necrético.

Examen microscoépico

La observacion microscopica se realiza con
bajo aumento, seguida de alto aumento en seco y, si
es necesario, con objetivo de inmersion. Las dos
formas observadas habitualmente son levaduras y/o
elementos miceliares.

Es aconsejable utilizar periédicamente con-
troles positivos y negativos y, si una tincion se
emplea ocasionalmente, deben emplearse siempre
controles que aseguren su correcta utilizacion.

Aunque es muy dificil identificar una especie
fingica por la morfologia observada en el examen
microscopico directo de la muestra, algunas estruc-
turas pueden asociarse a ciertos géneros o especies:

Levaduras

a. Células, con o sin gemas, de varios tamafios y
formas, posiblemente sean Candida spp. u hon-
gos dimorficos.

b. Células de pared gruesa, generalmente con una
gema de base amplia, podrian corresponder a
Blastomyces dermatitidis.

c. Células de pared delgada con gemacion multiple
rodeando a la célula madre, posiblemente sean
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Paracoccidioides brasiliensis.

. Células rodeadas de una cépsula grande, proba-
blemente corresponden a C. neoformans.

. Células pequefas, de gemacion simple observa-
das en tinciones especiales, posiblemente son
Histoplasma capsulatum.

. Células con pseudohifas: Candida spp.,
Geotrichum spp., o Trichosporon spp. Las dos
ultimas pueden mostrar artrosporas.

. Células redondas de pared gruesa de varios
tamarfios, algunas de las cuales (las mas grandes)
pueden contener esporas podrian tratarse de
esférulas de Coccidioides immitis. Sin embargo,
Rhinosporidium seeberi también puede mostrar
esférulas grandes y endosporas.

Elementos miceliales
(con o sin otras estructuras asociadas)

. Hifas no septadas, de pared gruesa, algunas de
las cuales pueden mostrar ramificaciones en 90°:
Rhizopus spp., Mucor spp., Absidia spp.

. Hifas septadas, ramificadas, algunas en V, con o
sin cabezas de Aspergillus, posiblemente corres-
pondan a Aspergillus spp.

. Hifas septadas, pigmentadas (marrones oscuras)
con o sin cuerpos esféricos, probablemente sean
de hongos dematiaceos.

. Racimos de pared gruesa y oscura, con aparien-
cia de gemas, posiblemente pertenezcan a un
agente de cromomicosis.

. Fragmentos de hifas con o sin esporas, con o sin

levaduras probablemente correspondan a derma-
tofitos o a M. furfur complex.

Las técnicas mas habitualmente utilizadas
para la observacion microscopica de las muestras se
resumen en la Tabla 3.2 y se comentan detallada-
mente en el Capitulo 14.

3.4. Medios de cultivo

El objetivo fundamental de la utilizacion de
los medios de cultivo es optimizar el crecimiento de
los microorganismos. El primer medio de cultivo
que permitio el aislamiento de los gérmenes en
medios artificiales fue el propuesto por Koch, en
1876, basado en el uso de gelatina. Posteriormente,
Frost en 1909 utiliz6 medios deshidratados y, en
1919, afiadi6 agar, lo que proporcioné un gran avan-
ce en el estudio de la microbiologia.

La composicion basica de un medio incluye
nutrientes, agente solidificante (en los medios soli-
dos o semisdlidos), pH adecuado y componentes
especificos. En los medios de cultivo para el aisla-
miento de hongos, los antimicrobianos se utilizan
con frecuencia, tanto para inhibir el crecimiento
bacteriano como el de otros hongos ambientales.
Atendiendo a su composicion, los medios de cultivo
puede ser generales, enriquecidos, selectivos, dife-
renciales y especializados:

A. Generales: El mas caracteristico y clasico es el
agar glucosado de Sabouraud (SDA) y su equi-
valente en EEUU, el medio para mohos. Ambos
se utilizan frecuentemente para el aislamiento a
partir de la muestra y para la descripcion de las

Tabla 3.2. Técnicas de observacion microscoépica.

En fresco

Tinciones

- KOH
» KOH + tinta Parker
» KOH + blanco calcofltor

 Tinta china (Cryptococcus)

* KOH + tinta Parker, KOH + blanco calcofltor:
Uso general

» Giemsa: micetoma, histoplasmosis, coccidioidomicosis,
Pneumocystis, otras micosis cutaneas con exudado o pus

» PAS: micetoma, Coccidioidomicosis, onicomicosis
« Grocott: Pneumocystis
» Fontana Masson: Pneumocystis

* Inmunofluorescencia: Pneumocystis
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caracteristicas de la mayoria de los hongos.

B. Enriquecidos: Se utilizan especialmente en
micosis sistémicas endémicas (histoplasmosis,
coccidioidomicosis, etc.), un ejemplo es la infu-
sion cerebro-corazon (BHI).

C. Selectivos: Son medios que favorecen el aisla-
miento de los microorganismos deseados impi-
diendo el de otros. Los componentes mas
utilizados como agentes selectivos son antibac-
terianos (cloranfenicol, gentamicina, penicilina,
estreptomicina) y también inhibidores de hon-
gos, como la cicloheximida que es especialmen-
te util en las muestras cutaneas y respiratorias de
micosis sistémicas endémicas.

E. Diferenciales: Se utilizan para ayudar a la iden-
tificacion del hongo basada en la apariencia de
éste en dicho medio, merced a la adicion de
determinados componentes como por ejemplo
sustancias cromogenas, o indicadores de pH
como en el DTM (que también es selectivo).

F. Especializados: Son aquellos medios que con-
tienen algiin componente (Guizotia abyssinica)
destinado a aislar un agente concreto
(Cryptococcus neoformans) o a favorecer la
identificacion de ciertas especies (medio de
Czapeck).

3.4.1. Preparacion de los medios de cultivo

La buena calidad de los medios es indispen-
sable para conseguir el aislamiento y la identifica-
cion en Micologia; por lo tanto, cuando se utilicen
medios comerciales es necesario tener en cuenta la
garantia que aporta el proveedor y la calidad de la
distribucion.

Cuando se prepara un medio deshidratado
deben seguirse rigurosamente las instrucciones del
fabricante, evitando errores en la forma de disolver-
lo o suspenderlo, en la temperatura y/o duracion de
la esterilizacion, para preservar la calidad del pro-
ducto final. La esterilizacion en autoclave es mas
eficaz si se utilizan frascos de volumenes inferiores
a 500 ml; si se han utilizado imanes para la disolu-
cion, deben retirarse antes de introducir los medios
en el autoclave. También hay que tener presente que
algunos antibidticos deben afiadirse al medio una
vez esterilizado y a la temperatura adecuada, para
no ser desactivados por las altas temperaturas de la
esterilizacion.

3.4.2. Control de calidad

Asociacion Espariola de Micologia

Para asegurar la correcta utilizacion de los
medios, debe controlarse periddicamente sus carac-
teristicas mas importantes: apariencia, esterilidad,
pH y funcionamiento. El funcionamiento se puede
evaluar utilizando las cepas de control adecuadas
para cada medio. En este proceso se recomienda
seguir las especificaciones del documento M22-A
del NCCLS en aquellos casos en los que esta esta-
blecido [3].

Los controles de calidad deben realizarse
tanto, a los medios elaborados en el laboratorio,
como a los medios comerciales ya preparados; en
este caso, es conveniente solicitar al fabricante los
controles a utilizar y los resultados para el lote
suministrado. En el Capitulo 18 de esta Guia se
detallan todos los aspectos del control de calidad de
los medios de cultivo.

3.4.3. Soporte de los medios de cultivo

El soporte habitual para los medios de culti-
vo en Micologia suele ser tubos de cristal o placas
de Petri (90 mm). La eleccion depende del usuario;
autores como De Hoog y Guarro proponen el uso
habitual de placas excepto, por razones de seguri-
dad, en los casos de sospecha de histoplasmosis,
coccidioidomicosis, blastomicosis, paracoccidioido-
micosis e infecciones por Penicillium marneffei [4].

Si se utilizan tubos, deben incubarse en posi-
cion horizontal las primeras 24 h para que el in6culo
no se concentre en el fondo. Los tubos no deben ser
los habituales de Microbiologia porque, en ellos, las
colonias no son faciles de aislar. Si los tubos utiliza-
dos son de tapon de rosca, el cierre debe mantenerse
parcialmente abierto para garantizar las mejores
condiciones atmosféricas.

Cuando se eligen placas, es conveniente que
contengan 40 ml de medio para evitar que se sequen
y deben sellarse con cinta adhesiva para que no se
abran involuntariamente. El precintado debe ser per-
meable al aire, ya que cuando el aire circula libre-
mente se favorece la produccion de pigmento y la
superficie del agar se seca, permitiendo el desarrollo
de micelio aéreo y esporas.

3.4.4. Almacenamiento

Los medios se deben guardar refrigerados a
2-8 °C. Para mejorar su conservacion y prevenir la
desecacidn, es aconsejable invertir las placas e
introducirlas en bolsas de plastico.
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Las placas de Petri suelen conservarse en
buen estado unos tres meses, mientras que los
medios semisoélidos o liquidos en tubo de rosca se
conservan bien hasta seis meses. Sin embargo, cier-
tos medios, al contener sustancias inestables (anti-
bidticos, vitaminas, sangre, etc.), no se conservan en
buen estado tanto tiempo. También hay que tener
presente que algunos componentes de ciertos
medios pueden verse afectados por la luz, por lo que
estos medios deben almacenarse en contenedores
opacos.

Como norma general, todos los medios
deben utilizarse antes de la fecha de caducidad indi-
cada por el fabricante y, antes de su utilizacion,
deben atemperarse, durante unos minutos, a tempe-
ratura ambiente.

3.4.5. Eleccion de los medios de cultivo

Los medios mas utilizados en el cultivo de
hongos son: agar glucosado de Sabouraud, habitual-
mente con la modificacion de Emmons (SDA); agar
infusion cerebro-corazon (BHIA) con o sin sangre
de cordero al 5%, con o sin antibacterianos; agar
inhibidor para mohos (MIA); agar
Mycosel/Mycobiotic y agar glucosado de patata
(PDA). Sin embargo, los hongos también pueden
crecer en medios no selectivos, incluidos la mayoria
de los medios bacteriologicos, si se incuban el tiem-
po suficiente.

La eleccion y el nimero de medios a utilizar
estan condicionados por el coste, la disponibilidad y
las preferencias personales, pero siempre se deben
incluir medios con antibacterianos y sin ellos.

La incorporacion de cicloheximida, inhibidor
de muchos hongos considerados contaminantes,
ayuda especialmente en las micosis de la piel, aun-
que pueda inhibir algunos patégenos fungicos
importantes; por ello, debe utilizarse siempre en
combinacion con otro medio sin cicloheximida.

El aislamiento de algin hongo puede verse
dificultado por otros factores como la acidificacion
del medio utilizado (para impedir el crecimiento de
bacterias) o, en el caso de Malassezia spp., la utili-
zacion de gentamicina. [5]

Los medios mas empleados en Micologia

pueden agruparse en dos categorias en funcion de su
utilidad: aislamiento e identificacion. Para el aisla-
miento, la utilizacién de 3-4 medios practicamente
cubre todas las necesidades: SDA con/sin antimicro-
bianos (el mas utilizado en Europa y sustituido con
frecuencia en EE.UU. por MIA); un medio con
cicloheximida y agar infusién cerebro corazdn, para
las micosis sistémicas endémicas.

Sin embargo, en ciertas situaciones es reco-
mendable la utilizacion de otros medios:

i) LNA, Dixon, o SDAC con aceite de oliva para el
aislamiento de Malassezia,

ii) medio cromogénico en las muestras de mucosas,
para facilitar el diagnodstico de infecciones mixtas,

iii)ymedio para Cryptococcus, para facilitar su detec-
cidon en muestras donde es frecuente el aisla-
miento de otras levaduras (muestras respiratorias).

Para la identificacion, puede ser necesario un
niimero mayor de medios que dependera del numero
de muestras, las etiologias mas probables en la zona
geografica, las posibilidades del laboratorio y el
nivel diagnoéstico esperable segtin el tipo de centro.

3.4.6. Medios de cultivo mas utilizados

Agar Czapek Dox*

Se utiliza en el cultivo de hongos saprofitos, especial-
mente Aspergillus spp. y Penicillium spp. Es el medio
de referencia para la identificacion de Aspergillus spp.

Composicion

Nitrato sédico (NOsNa) 39
Fosfato dipotasico (PO:KzH) 19
Sulfato magnésico (SO+Mg.7H=0) 0,59
Cloruro potasico (CIK) 059
Sulfato ferroso (SO+Fe.7H=0) 0,019
Sacarosa 30¢g
Agar 159

Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Calentar hasta disolver todos los componentes.
b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.
c) Dispensar en placas de Petri.

Control de calidad

Apariencia: Ambar palido, sélido trasparente.
pH final a 25 °C: 7,3 £ 0,2.

Aspergillus flavus: crece, colonia amarilla-verde.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Difco, Merck, Remel)
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Agar Dixon modificado (mDixon)

Utilizado en el cultivo de Malassezia spp. Puede modificarse afiadiendo cloranfenicol o bien cloranfenicol y cicloheximida.

Composicion

Extracto de malta 369
Peptona 6g
Ox bile, desecada 20g
Tween 40 10 ml
Glicerol 2 ml
Acido oleico 2 ml
Agar 129
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Calentar hasta disolver todos los componentes.
b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.
c) Dispensar en placas de Petri.

Control de calidad
Aspecto: Blanco amarillento, no muy solido.

Malassezia restricta: Crece.
En el medio inhibidor:
M. restricta: Crece.
Aspergillus flavus: Inhibicién parcial o completa.
Staphylococcus epidermidis: Inhibicion parcial o completa.
Comprobar el crecimiento de las 7 especies.

Agar glucosado de patata* (PDA)

Es un medio utilizado para la estimulacion de la formacion de conidias, en la preparacion de indculos de hongos mice-
liales y en la estimulacién de produccion de pigmentos: rojo en Trichophyton rubrum, rosa salmén en
Microsporum audouinii y amarillo en Microsporum canis. Se utiliza con frecuencia en microcultivos para observar las
caracteristicas morfoldgicas.

Composicion

Patata 200 g
Glucosa 1049
Agar 18 g
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Pelar las patatas, cortarlas en cubos y hervir en agua durante 1 h.

b) Filtrar, anadir la glucosa y el agar, hervir hasta disolver el agar completamente Yy filtrar con papel Whatman n° 2.
c) Ajustar el volumen a un litro.

d) Esterilizar a 121°C durante 15 min.

Control de calidad
a) Aspecto: incoloro o amarillo suave, medio sélido, transparente o transltcido.
b) pH final a 25 °C: 5,6 £ 0,2.

M. audouinii: pigmento salmoén en el reverso de la colonia.
T. rubrum: rojo intenso en el reverso de la colonia.
T. mentagrophytes: pigmento marrén en el reverso.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, bioMérieux, Merck, Oxoid, Remel)

Asociacion Espariola de Micologia
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Agar glucosado de Sabouraud*

Medio poco utilizado ya que normalmente se usa la modificacion de Emmons.
Puede no crecer Blastomyces dermatitidis.

Composicion

Peptona 1049
Glucosa 40 g
Agar 159
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Mezclar los ingredientes y hacerlos hervir hasta su disolucién completa.

b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

c) Dispensar en tubos o placas (si se utilizan tubos de cristal, también se puede dispensar antes de esterilizar).
d) Solidificar en posicion inclinada.

Modificacion
Afadir cloranfenicol (50 mg/l).

Control de calidad

a) Aspecto: medio solido, ambar, transparente.
b) pH final a 25 °C: 5,6 + 0,2.

Trichophyton mentagrophytes: crece.
Staphylococcus epidermidis: inhibicion parcial o total en el medio con cloranfenicol.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Fluka, Oxoid, Remel, Sigma)

Agar glucosado de Sabouraud modificado por Emmons* (SDA)

Es el medio estandar para el aislamiento, esporulaciéon y conservacion de muchos hongos. El cambio en el pH y la
concentracién de glucosa favorece la esporulacion.

Composicion

Peptona 109
Glucosa 209
Agar 159
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Mezclar los ingredientes y hacerlos hervir hasta su disolucion completa.

b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

c) Dispensar en tubos o placas (si se utilizan tubos de cristal, también se puede dispensar antes de esterilizar).
d) Solidificar en posicion inclinada.

Modificacion (SDAC)
Afadir cloranfenicol (50 mg/l).

Control de calidad

a) Aspecto: medio sélido, ambar, transparente.
b) pH final a 25 °C: 7,0 £ 0,2.

Trichophyton mentagrophytes: crece.
Staphylococcus epidermidis: inhibicion parcial o total en el medio con cloranfenicol.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, bioMérieux, Fluka, Oxoid, Remel)

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer



©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Fundamentos basicos para el diagnéstico micolégico

Agar harina de maiz con Tween 80* (Corn Meal Agar)

Se utiliza en el cultivo y diferenciacion de especies de Candida basandose en las caracteristicas miceliales. EI Tween
80 se incorpora para demostrar la formacion de clamidosporas. Si se le afiaden 10 g de glucosa puede utilizarse en la
diferenciacion de Trichophyton rubrum'y Trichophyton mentagrophytes basandose en la produccion de pigmento.

Composicion

Harina de maiz 409
Agar 209
Tween 80 3 ml
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Mezclar la harina de maiz en agua.

b) Hervir a fuego lento durante 1 h.

c) Filtrar con gasa.

d) Medir y completar hasta 1.000 ml. Afiadir el agar y calentar hasta disolver. Filtrar otra vez si fuese necesario.
e) Esterilizar a 121 PC durante 10 min. Filtrar.

f) Anadir el agar y calentar hasta disolver.

g) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

h) Dipensar en placas de Petri.

Control de calidad

Candida albicans produce clamidosporas.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Difco, Remel)

Agar infusion de cerebro corazéon* (BHIA)

Puede utilizarse como medio enriquecido para aumentar los aislamientos de Cryptococcus neoformans a partir de
muestras estériles como el LCR. Mantenimiento de la fase levaduriforme de algunas micosis sistémicas, ya sea con
sangre o sin ella. En general esta indicado para el aislamiento de una gran variedad de patégenos, incluyendo levadu-
ras, mohos y bacterias como Nocardia. Adicionado de sangre de carnero al 10%, se utiliza para el aislamiento de todos
los hongos incluidos los dimérficos. Pueden afadirse antibacterianos (cloranfenicol y/o gentamicina) para convertirlo en
selectivo. En algunas ocasiones también puede adicionarse cicloheximida (facilita el aislamiento de Histoplasma capsu-
latum y Blastomyces dermatitidis).

Preparacion

a) Preparar de acuerdo con el fabricante.

b) Hervir los componentes hasta su completa disolucion.
c) Dispensar en matraces o tubos.

d) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

e) Enfriar en posicién inclinada, si se utilizan tubos.

Control de calidad
Aspecto: Ambar claro a semitransparente, sin precipitado (cuando no esta adicionado de sangre).
pH final: 7,4 £ 0,2.
Neisseria meningitidis ATCC 13090: crecimiento aceptable a bueno.

Streptococcus pneumoniae ATCC 6303: crecimiento bueno a excelente.
Streptococcus pyogenes ATCC 19615: crecimiento bueno a excelente.

(*) Disponible comercialmente. También puede utilizarse en forma de caldo (Becton Dickinson, Biomedic, Difco, Fluka,Oxoid)

Asociacion Espariola de Micologia
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Agar inhibidor para mohos* (MIA)

Es un medio enriquecido con sales inorganicas, cloranfenicol y gentamicina. Se utiliza en el aislamiento de hongos sen-
sibles a la cicloheximida (Cryptococcus, zigomicetos, etc.) de muestras contaminadas. Permite el desarrollo de la mayo-
ria de los mohos y de las levaduras.

Composicion

Triptona 3g Sal A:

Extracto de carne 29 PO+Hz2Na 259
Dextrosa 59 PO+«HNa: 25¢g
Extracto de levadura 59 H=0 250 ml
Almidén soluble 2g Sal C:

Dextrina 19 ¢

Cloranfenicol 0,125¢g gg:yg;:;g 012 g
Gentamicina 5mg CINa 0:5 g
sl o SO:Mn.7H:0 2g
Sal C 20 ml Agua desionizada 250 ml
Agar 179

Agua desionizada 970 ml

Preparacion
a) Calentar hasta disolver todos los componentes. Enfriar y ajustar el pH a 6,7.
b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.
d) Dispensar en placas de Petri.

Control de calidad

Trichophyton mentagrophytes: Crece.
Staphylococcus epidermidis: Inhibicion parcial o completa.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson)

Agar con leche, glucosa y purpura de bromocresol*

Puede utilizarse para la diferenciacion de Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes. Trichophyton rubrum
melanoide secreta un pigmento que puede parecer alcalinizacion. El pigmento tipico de T. rubrum puede verse a través
de la colonia, pero no a través del medio. T. mentagrophytes granular puede necesitar 10 dias para originar un positivo
claro. Microsporum persicolor crece profusamente pero no alcaliniza.

Composicion

* Solucion A:
Leche desnatada en polvo 80 g
Purpura de bromocresol 1,6% 2 ml (diluido en etanol)
Agua desionizada 1.000 ml
* Solucién B:
Glucosa 409
Agua desionizada 200 ml
* Solucién C:
Agar 30g
Agua desionizada 800 ml

Preparaciéon
a) Preparar las soluciones A y B y esterilizar por separado a 115 °C durante 8 min.
b) Hervir la solucion C hasta disolver el agar completamente y esterilizarr a 121 °C durante 15 min.
c) Anadir las soluciones Ay B a la C, mezclar, enfriar a 50 °C y ajustar el pH a 6,6 con acido clorhidrico 1N.
d) Dispensar asépticamente en tubos y dejar enfriar en posicion inclinada.

Control de calidad

a) Aspecto: Medio solido, azul cielo, opaco.

b) pH final a 25 °C: 6,6 + 0,1.

T. rubrum: Crecimiento restringido y sin cambio de pH a los 7 dias a 25 °C.
T. mentagrophytes: Crecimiento profuso y alcalinizacion a los 5 dias a 25 °C.
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Agar Leeming & Notman (ALN)

Utilizado en el cultivo de Malassezia spp. Puede modificarse afadiendo cloranfenicol o bien cloranfenicol y cicloheximi-
da.

Composicion

Peptona 109
Glucosa 59
Extracto de levadura 100 mg
Ox bile desecada 8g
Glicerol 1 ml
Monoestearato de glicerol 500 mg
Tween 60 0,5ml
Leche de vaca entera 10 ml
Agar 12¢g
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Calentar todos los componentes (excepto la leche) hasta disolver correctamente.
b) Esterilizar a 121° C durante 15 min.

c) Anadir la leche.

d) Dispensar en placas.

Control de calidad
Aspecto: Blanco amarillento, no muy solido.

Malassezia restricta: Crece.
En el medio inhibidor:
M. restricta: Crece.
Aspergillus flavus: Inhibicion parcial o completa.

Agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol* (MYC)

Es un medio selectivo utilizado para el aislamiento de hongos patégenos a partir de muestras muy contaminadas con
hongos saprofitos y bacterias. Se utiliza fundamentalmente en el aislamiento de dermatofitos y hongos dimérficos.
Inhibe algunas especies de hongos de interés médico (Candida no albicans, Aspergillus, Zygomycetes, Cryptococcus
neoformans, etc.).

Composicion
Se utilizan fundamentalmente Mycosel y Mycobiotic ambos comercializados.

Preparaciéon
De acuerdo con las instrucciones, evitar manipular la cicloheximida.

Control de calidad
Aspecto: Agar firme, amarillento, transparente.
Trichophyton mentagrophytes: Crece.

Aspergillus flavus: Inhibicién parcial o completa.
Staphylococcus epidermidis: Inhibicion parcial o completa.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Biomedics, Bio-Rad, Difco, Oxoid, Remel, Sigma)
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Agar de Staib (Guizotia abyssinica). Agar semillas de alpiste

Utilizado para aislar Cryptococcus spp. y Cryptococcus neoformans. C. neorformans es el Unico que al metabolizar la
Guizotia abyssinica (alpiste), produce melanina originando un color marrén oscuro. El cloranfenicol lo convierte en
medio selectivo. También puede ser Util en la diferenciacion de Candida dubliniensis [6].

Composicion

Glucosa 1049
Creatinina 0,78 g
Cloranfenicol 0,05g
Difenilo (disuelto en 10 ml de etanol 95%) 100 mg
Guizotia abyssinica 70 g
Agar 2049
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

a) Moler las semillas y anadir 350 ml de agua.

b) Esterilizar en autoclave Yy filtrar.

c) Anadir agua hasta 1.000 ml.

d) Anadir el resto de los componentes excepto el difenilo.

e) Esterilizar. Enfriar a 45°C.

f) Anadir el difenilo antes de dispensar el medio en las placas.

Controles

C. neoformans 'y Cryptococcus spp.

Agar Trichophyton (1 a 7)*

Son siete medios que se utilizan en la identificacion de especies de Trichophyton basandose en sus requerimientos
nutricionales. El crecimiento se valora desde el 1 al 4 (0 = no-crecimiento; 1 = crecimiento ligero; 2 = parcialmente esti-
mulado, pero inferior al control; 4 = crecimiento comparable con el control).

Composicion

* Trichophyton agar #1: « Trichophyton agar # 5 =# 1
Acidos casaminicos (libres de vitaminas) 25¢9 + &cido nicotinico (niacina) 2,0 mg
Glucosa 40g Tricho :
. . phyton agar #6:
Fosfato monopotasico (PO KH2) 1,89 Nitrato a#ténicg(NOs NH:) 159
Sulfato magnésico (S0sMg.7H=0) 0,19 Gllicoss 40 g
ﬁgar . ; 15 gl Fosfato monopotasico (POs KH2) 189
gua desionizada 000 m Sulfato magnésico (S0:Mg.7H:0) 01g
* Trichophyton agar # 2 = # 1 + inositol 50 mg Agar 159
« Trichophyton agar # 3 = # 1 + inositol 50 mg Agua desionizada 1.000 ml
+ tiamina. CIH 0,2 mg * Trichophyton agar #7 =# 6
« Trichophyton agar # 4 = # 1 + tiamina. CIH 0,2 mg + histidina. CIH 30 mg

Preparacion

a) Mezclar los ingredientes y hervir hasta disolver completamente.
b) Dispensar en tubos.

c) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

d) Enfriar en posicion inclinada.

Control de calidad

a) Aspecto: Agar inclinado, ambar, transparente.
b) pH final a 25 °C: 6,8 + 0,2

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Difco, Remel)
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Agar urea de Christensen*

Se utiliza en la identificacion de algunos dermatofitos, especialmente Trichophyton rubrum de Trichophyton menta-
grophytes y de algunas levaduras (Cryptococcus neoformans).

Composicion

Peptona 19
Glucosa 19
CINa 59
PO+«KH: 24
Rojo de fenol 12 mg
Agar 209
Agua desionizada 900 ml

Preparacion

a) Esterilizar los 900 ml de agar a 121 PC durante 15 min.

b) Anadir 100 ml de solucién de urea (20% en agua, esterilizar por filtracion) a 900 del medio enfriado a 50 °C.

c) Dispensar en tubos. Solidificar en posicion inclinada.

d) También puede prepararse a partir Urea agar base (Christensen), que se esteriliza por filtracion y se afiade al agar
estéril.

Control de calidad
Aspecto: Agar inclinado, naranja, trasparente.
pH final: 6,8 + 0,2
T. mentagrophytes: ureasa positiva (rojo).
T. rubrum: ureasa negativa (naranja).
Cuando se usa para levaduras: C. neoformans (positiva) y Candida albicans (negativa).

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Biomedics, Difco, Fluka, Merck, Remel, Sigma)

CHROMagar Candida*

CHROMagar contiene diversos sustratos enzimaticos que estan unidos a compuestos cromogénicos. Cuando enzimas
especificas descomponen el sustrato, se produce color. Las colonias deben evaluarse a las 48 h. La siembra de mues-
tras directamente aumenta un 20% el nimero de cultivos mixtos [7]. Puede utilizarse para identificar levaduras aisladas
en otros medios no cromogénicos. Es interesante también su utilizacién para comprobar la pureza de las cepas en las
pruebas de sensibilidad. Permite la identificacion rapida de especies resistentes. Puede utilizarse en mucosas, heridas
con flora mixta, hemocultivos y orinas, especialmente. Es necesario seguir con rigor las condiciones establecidas por el
fabricante. Incubar a 35 °C, en camara humeda y en oscuridad, 48 a 72 h (no <48 h). Recientemente se ha modificado
para evitar productos de paises con encefalopatia espongiforme [8].

Composicion

Peptona 109
Glucosa 209
Agar 159
Cloranfenicol 500 mg
Mezcla cromogénica 29
Agua desionizada 1.000 ml

Preparacion

Generalmente se suministra preparado.
Si se prepara a partir del polvo deshidratado: disolver en agua caliente, sin hervir. No esterilizar mediante calor (los cro-
maogenos se desnaturalizan).

Control de calidad

Aspecto: Ambar claro.

Candida albicans: Crece con color caracteristico (colonia verde esmeralda).
Candida krusei: Crece con color y aspecto caracteristicos (colonia rosa y rugosa).
Escherichia coli: Inhibicion.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Biomedics, CHROMagar). Es el medio cromogénico mas utilizado, existiendo otras variantes (Capitulo 11).
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Dermatophyte test medium* (DTM)

Medio utilizado para el aislamiento de dermatofitos en muestras muy contaminadas, proporcionando una identificacion
presuntiva. Los dermatofitos producen alcalinizacién, virando el medio de amarillo a rojo, algunas bacterias y hongos
también pueden producir alcalinizacion. El pigmento caracteristico de algunos dermatofitos no se puede identificar. La
cicloheximida inhibe muchos de los hongos saprofitos.

Composicion

Peptona 1049
Glucosa 1049
Agar 20g
Solucién de rojo fenol 40 ml
CIH0,8 M 6 ml
Cicloheximida 0,59
Sulfato de gentamicina 100 pg/ml
Clortetraciclina 100 pg/ml

Preparacion

a) Mezclar la peptona, glucosa y agar en 1.000 ml de agua desionizada y hervir hasta disolver el agar.

b) Anadir 40 ml de la soluciéon de rojo fenol mientras se remueve (Solucién de rojo fenol: 0,5 g de Bacto-Phenol red
disolver en 15 ml de NaOH 0,1 N; completar hasta 100 ml con agua desionizada).

c) Ajustar el pH afadiendo 6 ml de CIH 0,8 M mientras se remueve.

d) Disolver 0,5 g de cicloheximida en 2 ml de acetona y afiadir al medio caliente mientras se remueve.

e) Disolver el sulfato de gentamicina en 2 ml de agua, afadir al medio mientras se remueve.

f) Esterilizar a 121 PC. Enfriar hasta unos 47 bC.

g) Disolver la clortetraciclina en 25 ml de agua desioinizada estéril. Afiadir al medio mientras se agita.

h) Dispensar en placas o en tubos.

Control de calidad
Aspecto: Agar amarillo naranja, trasparente.
Trichophyton verrucosum: Crece y alcaliniza.

Aspergillus flavus: Inhibicién parcial o completa.
Staphylococcus epidermidis: Inhibicion parcial o completa.

(*) Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Fluka, Merck, Remel)

Medio de arroz

Se utiliza para la diferenciacion de cepas atipicas de Microsporum audouinii' y Microsporum canis.

Composicion

Arroz blanco no enriquecido 8¢
Agua desionizada 25 ml

Preparacion

a) Mezclar los ingredientes en un matraz Erlenmeyer.
b) Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

Control de calidad
Aspecto: granos de arroz cocido.
M. canis: presenta buen crecimiento, pigmento amarillo y esporulacién abundante.

M. audouinii: no presenta crecimiento o es escaso, coloracién marronacea.
Con asa micoldgica, transferir una pequefa porcion del aislamiento al matraz con los granos estériles.
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A continuacion se detallan las principales
indicaciones, composicion, forma de preparacion y
los controles de calidad de los medios de cultivo
mas utilizados en el laboratorio de Micologia clini-
ca. Los medios comerciales pueden presentar
pequetias variaciones respecto a lo expuesto en los
cuadros.

3.4.7. Incubacion

La temperatura optima de crecimiento de la
mayoria de los hongos patdgenos es 30 °C.
Sin embargo, Sporothrix schenckii es una excep-
cion, crece mas rapido a 27-28 °C.

Hay laboratorios que utilizan la temperatura
ambiente en lugar de 30 °C, pero no es recomenda-
ble, ya que en los cambios de temperatura son nota-
bles entre el dia y de la noche en la mayoria de los
laboratorios. La temperatura de 37 °C no se reco-
mienda por dos razones principales: 1) muchas
muestras contienen abundantes bacterias que crecen
muy bien a esta temperatura y 2) algunos hongos
crecen mal a esta temperatura o no crecen, especial-
mente los hongos que infectan la piel [9].

No hay ventaja en incubar simultaneamente
a 30 °C y a 37 °C. La temperatura de 37 °C debe
reservarse para hongos dimorficos o algiin hongo
que se desarrolle mejor a esta temperatura [10].
Una estufa a 37 °C es también necesaria para verifi-
car la tolerancia a esta temperatura. Sin embargo,
utilizar 37 °C para el aislamiento del estadio levadu-
riforme de Histoplasma o Blastomyces no aporta
ventajas y, ademas, son morfoldgicamente indistin-
guibles de otras levaduras [9].

Si la estufa no esta humedecida, es conve-
niente poner un recipiente con agua cerca de las pla-
cas de cultivo. [10]. Los cultivos de hongos deben
incubarse durante 3-4 semanas antes de ser desecha-
dos. Los cultivos no deben desecharse cuando se
aisla un hongo, debe completarse el periodo de
incubacion [11]. Sin embargo, hay muestras que se
pueden eliminar a los 7 dias de forma habitual
(orina y exudados de mucosas).

3.5. Informe de los resultados

El diagnodstico micoldgico no acaba con el
aislamiento y la identificacion del agente causal.
Finaliza cuando la informacién sobre el mismo
llega al conocimiento del médico responsable del
paciente. Esta tltima etapa del procedimiento diag-
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néstico no es menos importante que las anteriores,
por lo que debe cuidarse al maximo todos los deta-
lles de la misma.

3.5.1. Observacion microscopica

Debe informarse en el dia ya que aporta una
importante ayuda al clinico; sus pacientes pueden
salir de la consulta de dermatologia con un diagnos-
tico presuntivo (dermatofitosis), que habra que con-
firmar con el cultivo, o definitivo (pitiriasis
versicolor). La tinta china en buenas manos (cripto-
cocosis) y la inmunofluorescencia (peumocistosis)
también son diagnosticas. Otras observaciones posi-
tivas permiten una orientacioén terapéutica (mucor-
micosis, aspergilosis, etc.).

Este informe es fundamental en toda muestra
estéril y permite saber si la muestra posee suficiente
calidad.

El informe oral es muy importante para
la correcta valoracion de la muestra y contrastar la
eficiencia del laboratorio, ademas de adecuar la
relacion con el clinico. Todo informe oral debe
seguirse de otro escrito, reflejando que existe un
informe oral previo.

3.5.2. Cultivo

El cultivo negativo se informa, generalmen-
te, a las cuatro semanas de incubacidn, con las
excepciones citadas en el tiempo de lectura.
La prolongacion de la incubacion después de tres
semanas aporta poca informacidn adicional y,
dependiendo del sistema de lectura, puede suponer
una sobrecarga de trabajo que hay que valorar ade-
cuadamente en cada laboratorio [12].

Los cultivos positivos se informan, de la
misma manera que la observacion microscopica, en
el momento en el que se disponga del crecimiento.
En los casos en los que hay que realizar aislamien-
tos repetidos (ufias), al cuestionarse el significado
del hongo aislado, se informara de la misma mane-
ra. En ambos casos, hay que valorar el beneficio
para el paciente y el esfuerzo en la localizacion del
clinico responsable, por lo que la utilizacion del
correo electronico para este tipo de informes, ayuda
sensiblemente al establecimiento de una rapida y
fluida comunicacion entre el micologo y el clinico.

En todo informe escrito debe figurar si se
trata de un informe provisional o definitivo. Para los
aislamientos realizados en Bacteriologia y remitidos
a Micologia, debe establecerse un mecanismo que
garantice la correcta llegada del resultado al médi-
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Co:

1. Si la numeracioén del laboratorio es Unica, se rea-
lizaran informes provisionales en los que se
refleje la trasferencia de la cepa.

2. Si la numeracion es diferente, en el registro de
Micologia figurara que es una cepa recibida de
Bacteriologia y su nimero original.

En el informe debe figurar el resultado defi-
nitivo. En el caso de ser positivo, debe incluir la
identificacidon de la especia aislada y el estudio de
sensibilidad, si procede.

Cuando el significado es de dudosa interpre-
tacion debe hacerse constar.

3.5.3. Informe telefénico

Por sus especiales caracteristicas, en este tipo
de informes se deben seguir unas recomendaciones
especiales:

1. Cuando no sea posible contactar con el facultati-
vo solicitante, se intentara hablar con el respon-
sable o el jefe de servicio. No se dard nunca el
informe a una persona no cualificada.

2. Deben facilitarse siempre los datos que garanti-
cen que el informe corresponde al paciente sobre
el que se nos pregunta:

» Nombre del paciente

 Localizacion (habitacion, centro de salud, etc.)
* Tipo de cultivo

* Fecha de recogida de la muestra

* Resultados

3. En el registro del laboratorio debe anotarse:

 Dia y hora de la llamada
» Nombre del médico que recibe la informacion
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Figura 3.1. Modelo de gestion de la informacién en un laboratorio de Micologia Clinica.
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Procesamiento de las muestras superficiales

M? Soledad Cuétara

4 1. Introduccion

En los ultimos afios, se ha observado una
tendencia creciente, por parte de los micologos, a
separar las infecciones de la piel, pelos y ufias en
dos grupos (Tabla 4.1): micosis superficiales (inclu-
yen aquellas enfermedades que generalmente no
producen una respuesta inflamatoria en el huésped)
y micosis cutaneas (donde el hongo se confina al
estrato corneo y produce cambios inflamatorios); sin
embargo, en sentido estricto, esta clasificacion es
artificial ya que las micosis profundas oportunistas,
las subcutaneas y las causadas por hongos dimorfi-

Tabla 4.1. Clasificacion de las micosis que afectan a
la piel y sus anejos.

Micosis superficiales:
« Pitiriasis versicolor (Malassezia spp.)
« Piedra blanca (Trichosporon spp).
« Piedra negra (Piedraia hortae)
« Tinea nigra (Phaeoannelomyces werneckii )

Micosis cutaneas:
» Candidiasis y micosis por otras levaduras
(Geotrichum spp., Hansenula spp.)
« Dermatofitosis (Epidermophyton spp., Trichophyton
spp. y Microsporum spp.)
« Dermatomicosis (Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., etc.)

cos también pueden tener manifestaciones cutaneas.

4.2. Diagnostico de laboratorio de las
micosis superficiales

Ante la sospecha clinica de una micosis
superficial (Capitulo 2), el clinico tiene que confir-
mar la infeccion recurriendo a una serie de procedi-
mientos de laboratorio que incluyen la deteccion del
organismo en el tejido (por examen directo o estu-
dio histologico), el aislamiento del patégeno en el
cultivo y, excepcionalmente, el reconocimiento de
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la respuesta inmune especifica por técnicas histolo-
gicas.

El laboratorio, al realizar el diagnostico etio-
légico, puede confirmar la sospecha clinica de
micosis, permitiendo la eleccion del tratamiento
especifico y la valoracion del mismo. Para facilitar
la labor al micdlogo y enfocar el diagndstico conve-
nientemente, es muy importante que el laboratorio
reciba las muestras bien identificadas y los datos de
interés clinico (comienzo y evolucion de la enfer-
medad, tratamientos administrados) y epidemiologi-
co (viajes, residencias en el extranjero, contactos
con animales, trabajo, etc.) convenientemente cum-
plimentados [1].

Para el correcto aislamiento del agente etio-
logico se requiere:

» Una adecuada toma de muestra

« Rapido transporte al laboratorio

» Pronto y correcto procesamiento

» Inoculacion en medios de cultivo adecuados
 Incubacién a temperatura 6ptima

4.2.1. Toma de muestras de
micosis superficiales

Los resultados de laboratorio dependen de la
toma de muestra, la cual debe hacerse antes de insti-
tuido el tratamiento o cuando éste se ha suspendido
previamente (1-2 semanas, para piel o pelo; varios
meses, para las ufas). Las micosis superficiales
estudiadas en este capitulo se limitan a la piel, el
pelo y las ufias. Otros procesos que afectan a las
capas mas superficiales de la piel son producidos
por bacterias y no forman parte de esta Guia; sin
embargo, el eritrasma (producido por
Corynebacterium minutissimum) se ha estudiado
clasicamente dentro de la Micologia Médica y
requiere habitualmente un diagnoéstico diferencial
con las micosis superficiales (pags. 4-2 y 4-6).

Para la adecuada toma de muestra de las
micosis superficiales se recomienda seguir las
siguientes recomendaciones: examen con luz de
Wood, limpieza del area afectada y recogida de la
muestra.

Examen con luz de Wood
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Antes de realizar la toma de muestras de una
micosis superficial es aconsejable examinar las
lesiones de la piel (sospechosas de pitiriasis versico-
lor o eritrasma) y cuero cabelludo (dermatofitosis)
en una habitacion completamente oscura bajo la luz
de Wood (luz ultravioleta de 365 nm de longitud de
onda, que pasa a través de un filtro de cristal que
contiene 6xido de niquel). La piel normal muestra
un color azul, mientras que en infecciones bacteria-
nas como el eritrasma, emite fluorescencia rojo
coral.

En micosis como la pitiriasis versicolor, las
areas afectas emiten una fluorescencia brillante ver-
dosa amarillenta (pudiendo poner de manifiesto
lesiones no perceptibles a simple vista). En tinea
capitis debidas a Microsporum spp. o Trichophyton
schoenleinii, las lesiones muestran una fluorescen-
cia caracteristica.

El descubrimiento de Margarot y Deveze, en
1925, de que pelos infectados por ciertos dermatofi-
tos producian una fluorescencia caracteristica bajo
la luz ultravioleta de la lampara de Wood fue un
importante avance en la Micologia Médica. La natu-
raleza y fuente de las sustancias fluorescentes en los
pelos infectados no son del todo conocidas y la
sugerencia de que era una pteridina ha sido cuestio-
nada. El pelo permanece fluorescente después de
que el hongo deje de ser viable, y el material fluo-
rescente puede ser extraido del pelo en agua caliente
o solucidon fria de bromuro de sodio. Debido a que
el crecimiento del hongo, en el medio de cultivo o
de forma in vitro en el pelo, no origina fluorescen-
cia, esta se atribuye a alguna sustancia producida
por la interaccion entre el crecimiento del hongo y
del pelo. Solamente algunos dermatofitos capaces
de invadir el pelo producen fluorescencia:

e M. canis y M. audouinii, siempre producen fluo-
rescencia verde; sin embargo, M. gypseum y
M. nanum, lo hacen ocasionalmente.

o T. shoenleinii, causa una fluorescencia verde
palida.

En areas geograficas donde Microsporum
spp. vy el favus son prevalentes, la luz Wood es una
herramienta esencial tanto en el diagnostico y el tra-
tamiento del enfermo, como en el control de epide-

Un consejo...

La fuente mas comun de errores en el examen
con luz de Wood es una habitacién insuficientemente
oscura o la existencia de sustancias quimicas capa-
ces de emitir fluorescencia (cosméticos, productos
terapéuticos, etc.).

mias. Ademas, la lampara es facilmente trasportable
y puede ser usada en instituciones para el rapido
examen de los contactos.

Limpieza del area afectada

Antes de realizar la recogida de la muestra,
la piel, pelos o ufias afectados deben limpiarse con
etanol (70%) para eliminar la flora bacteriana, exu-
dacion o restos de excipientes de tratamientos pre-
vios que dificultan el examen directo y el cultivo.

Recoleccioén del material

Escamas

En las lesiones descamativas, deben recoger-
se las escamas de las zonas afectas con fluorescen-
cia positiva (pitiriasis versicolor o eritrasma) o con
fluorescencia negativa (candidiasis y dermatofito-
sis), raspando su borde activo con un escalpelo
desechable, ya que dicho borde es el que mas proba-
blemente contenga elementos fungicos viables.
Cuando existen lesiones satélites (candidiasis), el
raspado se realiza de dichas lesiones por ser las mas
jovenes.

El material obtenido se recoge en un sobre o
placa de Petri (debidamente precintada), con el fin
de mantenerlo seco y libre de contaminacion. El uso
de contenedores de plastico puede tener el inconve-
niente de que las escamas se adhieran a sus paredes
dificultando su recuperacion; mientras que el uso de
portaobjetos de cristal, tiene el riesgo de pérdida de
material por ruptura del vidrio en el transporte. Los
dermatofitos en los raspados de la piel pueden per-
manecer viables durante meses.

En la pitiriasis versicolor parcialmente trata-
da, la descamacion es escasa, por lo que se reco-
mienda hacer la toma con la técnica del papel cello,
para ello se aplica la zona adherente de la cinta
sobre la piel a estudiar, presionando enérgicamente,
se despega y se coloca sobre un portaobjetos.

En intértrigos candididsicos, las lesiones no
suelen ser descamativas sino exudativas, en cuyo
caso no se debe raspar porque resultaria una técnica
cruenta, sino que el material se recoge con torunda
estéril con/sin humedad. Si el especimen no va a ser
procesado inmediatamente, se prefiere el empleo de
torunda con un medio de transporte (como el de
Stuart) ya que las levaduras pierden rapidamente la
viabilidad en los hisopos secos. Pero hay que tener
presente que el retraso en el procesamiento de estas
torundas permite la multiplicacion de las bacterias
en la muestra y que, ademas, el medio de transporte
la diluye, dificultando la observacion directa.

Existe una técnica complementaria o alterna-

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer




©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Procesamiento de las muestras superficiales

tiva para la recogida de las escamas en las micosis
cutaneas (candidiasis y dermatofitosis): el método
del cuadrado de moqueta de Mariat y Adan-
Campos [2]. Consiste en frotar 5 veces con un cua-
drado de alfombra de lana estéril la totalidad de la
superficie a examinar (piel glabra o cuero cabellu-
do) (Figura 4.1); posteriormente, la moqueta se
guarda en un sobre de papel o en una caja de Petri y
se envia al laboratorio de Micologia para su proce-
samiento. Este procedimiento tiene varias ventajas:
i) no es cruento para el paciente, ii) es util para rea-
lizar tomas de tinea capitis con fluorescencia nega-
tiva, iii) permite estudiar a portadores asintomaticos
de dermatofitos o pacientes ya tratados, cuando la
lesion clinica ha desaparecido, iv) facilita los estu-
dios epidemiologicos de tifla y v) permite estudiar
animales (gatos, perros, etc.) que pueden ser reser-
vorio de dermatofitos. Sin embargo, tiene el incon-
veniente de que con esta técnica no se puede
realizar la observacion directa, solamente el cultivo.

Pelos

Dependiendo del tipo de lesion observada,
los pelos deben recogerse mediante diversas técni-
cas:

e En la Piedra blanca o la Piedra negra, ambas
confinadas a la vaina del pelo, se debe cortar la
porcién suprafolicular de los pelos enfermos.

» En las tifias del cuero cabelludo o de la barba, es
importante recoger los pelos parasitados arran-
candolos con la raiz intacta, ya que cortar los
pelos es menos eficaz. En muchas ocasiones, los
pelos parasitados se reconocen porque tienen
una fluorescencia positiva con luz de Wood,
estan deslustrados, rotos, friables o se despren-
den facilmente con el raspado.

Las tifias microspéricas (M. canis y
M. audouinii) se reconocen por presentar una placa
escamosa blanquecina con escasa o nula inflama-
cion, que puede alcanzar varios centimetros de dia-
metro, y en la cual se observan pelos rotos a
5-10 mm de la superficie cutdnea, estos pelos para-
sitados son friables y se arrancan con facilidad al
raspar con el escalpelo (Figura 4.2).

Las tiflas tricofiticas antropofilicas
(Trichophyton tonsurans y T. violaceum), forman
pequefias placas escamosas con pelos de poca longi-
tud, en forma de W o Z, situados en el espesor de la
escama o bien rotos al nivel de la superficie dando
un aspecto de “puntos negros”, casi siempre en
ausencia de inflamacion. Estos “puntos negros” son
los que deben extraerse con la punta del escalpelo o
mediante pinzas. Sin embargo, cuando la infeccién
se debe a especies zoofilicas (7. mentagrophytes
var. mentagrophytes y T. verrucosum) se observan
placas escamosas de tamafio variable, que se infla-
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Figura 4.1. Toma de lesion en piel glabra con moqueta.

Figura 4.3. Paciente con lesiones de tinea capitis por T. menta-
grophytes var. mentagrophytes.

man y se elevan sobre la superficie cutanea, apare-
ciendo numerosas pustulas foliculares que originan
un Kerion (Figura 4.3). Los pelos situados en la
placa tienen una longitud variable pudiéndose extra-
er con facilidad sin causar dolor al paciente.

La tifia favosa (7. schoenleinii) presenta cos-
tras amarillentas, concavas y centradas por un pelo,
denominadas escutulas o cazoletas favicas. Estan
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formadas por un conglomerado de hifas que origi-
nan una foliculitis y, con el tiempo, alopecia cicatri-
cial por destruccion de la matriz. La muestra de
estas lesiones debe ser tomada con asa (el pus foli-
cular) y cucharilla (las cazoletas).

Algunos autores recomiendan que en lesio-
nes de tifa tricofitica, en las cuales se encuentran
mezclados pelos sanos y enfermos, es ttil cortar 20
a 30 pelos a una altura de 1 cm (en un area de 4-5
cm de diametro) y, posteriormente, depositarlos en
un portaobjetos, previamente calentado o en una
placa de Petri, destinando una parte del mismo al
examen directo y otra al cultivo.

En la tinea capitis, ademas, se pueden reali-
zar tomas con la moqueta de Mariat y Adan-
Campos y con un cepillo de plastico estéril de
diametro inferior a la placa de Petri donde se va a
sembrar (Figura 4.4). Este método de cultivo es
extremadamente sensible y de gran valor para estu-
dios epidemioldgicos de contactos de nifios infecta-
dos y de animales domésticos sospechosos. Consiste

Un consejo...

En lesiones dolorosas e inflamatorias, como el
Kerion, o en nifos sensibles, puede ser dificil la toma
de muestras. En estos casos, el uso de una torunda
humedecida sobre la zona afectada puede ser el
Unico medio incruento de realizar la toma. Con esta
técnica es posible obtener cultivos positivos, pero
resultados negativos no excluyen la infeccion.

en cepillar enérgicamente 10 veces el cuero cabellu-
do y posteriormente implantar las ptias del cepillo
sobre la superficie del agar (técnica descrita por
MacKenzie [3] y usada por Clayton y Midgley
[4,5]). Antes de reutilizar estos cepillos deben este-
rilizarse con oxido de etileno.

Unas

En las onicomicosis, la toma de muestras varia
en funcion del tipo de lesion clinica:

Onicomicosis distal y lateral subungueal o
uiia en “médula de junco”: la lesion comienza en
el borde libre de la uiia y va extendiéndose hacia la
matriz, la sustancia de la ufia se sustituye por un
material amarillento y friable, mientras que la lami-
na exterior puede estar infectada o destruida. Esta
lesion es debida a dermatofitos, Scopulariopsis spp.
o Scytalidium dimidiatum. En estos casos, aparecen

Figura 4.4. Cepillo de plastico empleado en la toma de muestras
de cuero cabelludo.

ufias hiperqueratosicas por lo que los alicates son
esenciales para recoger el material subungueal y
cortar trozos de la parte mas proximal de la uifia, ya
que aunque sea la menos accesible, es la que menos
se contamina y presenta los elementos fungicos mas
jovenes y viables [6].

Onicomicosis proximal subungueal: causa-
da por Candida spp. o por recidivas de una tinea
unguium tratada. Se observa, de forma caracteristi-
ca, en pacientes con sida. En estos casos, se debe
recoger el material blanquecino de la porcion mas
profunda de la tabla ungueal.

Onicomicosis blanca superficial: se mani-
fiesta como una mancha blanca lechosa en un punto
cualquiera de la superficie de la ufla que se va
extendiendo progresivamente. Es debida a dermato-
fitos (T. mentagrophytes, T. rubrum) u otros hongos
miceliares (Acremonium spp., Fusarium spp.,
Aspergillus spp.). Para recoger la muestra, se raspa
con el escalpelo la superficie afectada.

Onicolisis distal y lateral con paroniquia
crénica: comienza con una inflamacion del borde
periungueal y termina con la afectacion lateral de la
lamina ungueal que aparece plisada. Aunque casi
siempre esta causada por Candida spp., en ocasio-
nes excepcionales algin moho no dermatofito tam-
bién puede ser el responsable. En estos casos, se
recoge el material ungueal mas cercano a la cuticu-
la, raspando con el bisturi en la profundidad del
surco periungueal. Con torunda o asa estéril, se

Un consejo...

En la tinea unguium y en la onicomicosis por
Scytalidium spp., la piel adyacente suele estar afecta-
da, por lo que, en estos casos, también es recomen-
dable procesar muestras cutaneas ya que su cultivo
es mas sensible que el procedente de las ufias.
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obtiene el pus de la paroniquia acompafiante tras
incision con lanceta o compresion de la porcion
lateral del dedo.

Onicomicosis distrofica total: corresponde
al estadio final de cualquier onicomicosis. En estos
casos, se debe raspar preferentemente el material
subungueal.

4.2.2. Transporte de la muestra superficial

Las muestras superficiales de pitiriasis versi-
color y dermatofitosis deben ser transportadas en un
contenedor seco; sin embargo, si se sospecha la pre-
sencia de Candida spp. y se demorase su procesa-
miento, se debe emplear un medio de transporte
como el de Stuart, para preservar su viabilidad. Las
distintas opciones de transporte, ya han sido comen-
tadas en el Capitulo 3 en funcién de la lesion clini-
ca, agente etioldgico y posibilidades de recoleccion.

El almacenaje de muestras dermatologicas se
debe realizar a temperatura ambiente.

4.2.3. Procesamiento de las
muestras superficiales

Los pelos y escamas pueden procesarse
directamente y ser examinados al microscopio o
sembrados en los medios de cultivos sin mas prepa-
racion. Sin embargo, las ufias deben homogenizarse
previamente para aumentar la superficie de contacto
del espécimen con el medio de cultivo y posibilitar
el aislamiento del agente causal; para ello se frag-
mentan con alicates en piezas de 1 mm, en condi-
ciones asépticas.

4.2.4. Examen microscopico directo en
las micosis superficiales

El examen microscdpico directo permite un
diagnéstico presuntivo rapido de las micosis super-
ficiales y, con ello, la instauracion de un tratamiento
precoz sin tener que esperar al crecimiento de los
cultivos (Capitulo 14). Habitualmente, el examen
directo se efectia en fresco, utilizando sustancias
que favorecen la disgregacion de la queratina y
aclaran la preparacion. Ademas, estas sustancias
facilitan la visualizacion de las estructuras fungicas
(micelios, esporos o levaduras) por su alto indice de
refraccion.

El examen microscopico con hidroxido pota-
sico (KOH), utilizado clasicamente, puede mejorar-
se afladiendo ciertas sustancias:

+ Dimetil sulfoxido (DMSO). Se prepara afiadien-
do, en el mismo orden, 20 g de KOH, 40 ml de
DMSO y 60 ml de agua destilada. La muestra se
examina en un porta con unas gotas este liquido,
calentando ligeramente en la llama para acelerar
la digestion (aunque esto ultimo no es estricta-

Un consejo...

La adicion de DMSO permite el examen directo
inmediato sin que sea necesario el calentamiento.
Evita la ruptura de portas, cristalizaciones, aparicion
de artefactos y permite el examen microscépico pasa-
das 24 6 48 h, siempre que se conserve la prepara-
cién en una camara humeda.
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mente necesario).

« Lactofenol de Amman, con o sin azul algodon.
Solucién de lactofenol de Amman: fenol, 20 g;
acido lactico, 20 ml; glicerina, 40 ml; agua desti-
lada, 20 ml. Mezclar el acido lactico y la gliceri-
na con el agua destilada y, seguidamente, afiadir
el fenol bajo agitacion y calentamiento hasta su
disolucion. Se puede agregar 2 ml de azul algo-
don al 1%.

« Azul de metileno. Azul de metileno 1 gy 250 ml
de agua destilada.

* Glicerina.

Existen colorantes que tifien de azul las leva-
duras lipofilicas como:

« Colorante de Cohen. Hidréxido potasico al
30% con tinta Quink (Parker) azul negra, a par-
tes iguales.

» Colorante de Kane: Glicerol, 10 ml; Tween 80,
10 ml; fenol, 2,5 g; azul de metileno, 1 g y agua
destilada, 480 ml.

El blanco de calcofluor (Capitulo 14) tifie
especificamente los polisacaridos de la pared de los
hongos proporcionando imagenes excelentes. Segun
estudios comparativos es mas sensible que la
microscopia dOptica clasica en fresco con KOH, pero
exige el uso de un microscopio de fluorescencia.

Para valorar el examen directo en una mico-
sis superficial, se requiere la suficiente experiencia
como para no confundir la presencia de artefactos
como algodoén, hilo, burbujas de aire, grasa interce-
lular (mosaic fungus) con estructuras fingicas.

Si se necesita disponer de tinciones perma-
nentes, debe realizarse una tincion de PAS o de
plata metenamina (Capitulo 14), aunque en las
micosis superficiales, tienen mas valor didactico
que diagndstico.
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El tipo de examen microscopico recomenda-
do en las micosis superficiales varia en funcion de
la estructura afectada y la lesion observada:

Piel

En la pitiriasis versicolor, la observacion
del material (raspado o papel cello), demuestra los
microorganismos en una disposicion caracteristica:
una combinacion de formas redondeadas (2-8 um de
diametro) con gemacioén e hifas cortas (de 2-5 um
de ancho por 25 um de largo). Su visualizacion se
facilita con el Colorante de Cohen (Figura 4.5), ya
que las formas fungicas del género Malassezia se
tilen inmediatamente de azul, mientras que
Candida spp. y los dermatofitos, se tifien pasadas
unas horas. La tinciéon con Cohen del pus obtenido
en foliculitis por Malassezia spp. revela unicamente
estructuras levaduriformes.

El colorante de Kane tifie intensamente de
azul las levaduras lipofilicas, Dermatophilus spp., y,
lo que es mas importante, Corynebacterium minutis-
simum, agente causal del eritrasma, de modo que la
vision en fresco de las escamas con este colorante,
bajo inmersion, permite visualizar los bacilos tefii-
dos de azul (Figura 4.6), proporcionando de forma
inmediata el diagndstico de eritrasma.

En la tifia negra, el examen directo cutaneo
revela hifas septadas, ramificadas, de 5 pm de dia-
metro, con un caracteristico color oscuro, marrén u
olivaceo, junto con células levaduriformes elonga-
das.

En las candidiasis superficiales, la visuali-
zacion de levaduras, blastosporas, pseudohifas o
verdaderas hifas septadas, evidencia la existencia de
levaduras, aunque la identificacién de la especie
requiera el cultivo. En las candidiasis sistémicas con
lesiones cutaneas hematdgenas el diagnostico se
realiza por estudio histologico de la biopsia cutanea.

En las dermatofitosis de piel lampina, se
observan filamentos miceliales artrosporados, estre-
chos, regulares, septados, ramificados y birrefrin-
gentes (Figura 4.7). Ocasionalmente, se visualizan
en el espesor de las escamas foliculos pilosos para-
sitados (“tifia del vello™).

Pelos

En las piedras, el examen directo de los
pelos parasitados permite establecer el diagnostico
[7]. Los nédulos de piedra negra estan formados por
una masa de células romboidales (parecidos a artro-
conidios) e hifas ramificadas unidas por una sustan-

Figura 4.5. Pitiriasis versicolor: visién con microscopio éptico y
tincién de Cohen de las escamas (x400).

Figura 4.6. Eritrasma: visidn con microscopio 6ptico y tincion de
Kane de las escamas (x1.000).

Figura 4.7. Examen de escama de piel lampifia con KOH. Se
observan hifas de dermatofito.

cia cementadora. Las hifas y células tienen un dia-
metro de 4 a 8§ um con pigmentacion regular. La
seccion del nodulo pone de manifiesto la existencia
de ascas en cuyo interior existen ocho elementos
fusiformes, curvados (30 x 10 pm) con un filamento
espiral terminal. En la piedra blanca, Trichosporon
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Figura 4.8. Examen de pelo con KOH. Se observan nédulos de
piedra blanca.

Figura 4.9. Examen del pelo con KOH. Se observan artrosporas
compatibles con dermatofito.

spp. se tifie rapidamente con tinta Parker; los ele-
mentos fungicos (hifas con artrosporos y algunos
blastoconidios, de 2 a 4 um de didmetro) se dispo-
nen perpendicularmente a la superficie del pelo y
carecen de estructura organizada tipica de la piedra
negra (Figura 4.8).

En la tinea capitis el examen microscopico
del pelo (Figura 4.9) permite de forma rapida esta-
blecer el diagndstico de tifia y en muchos casos sos-
pechar el agente causal en funcion del tipo de
invasion fungica:

¢ Ectotrix (el pelo esta envuelto por una vaina
externa de esporas):

« Tifias microsporicas: Pueden visualizarse peque-
fias artroconidas de 2-3 pm de didmetro
(M. audouinii, M. audouinii var rivalieri,
M. canis, M. canis var. distortum, M. equinum o
M. ferrugineum) o esporas de 5-8 um de diame-
tro (M. gypseum, M. fulvum, M. nanum 'y
M. vangreuseghemii).
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« Tifias macrosporicas: Las esporas presentan un
tamafio superior a 10 um de didmetro (7. verru-
cosum, T. mentagrophytes var mentagrophytes,
T. mentagrophytes var erinacei, T. megninii o
T. rubrum -rara vez-).

¢ Endotrix (cuando el dermatofito se encuentra
situado en el interior del pelo formando artroco-
nidias con didmetro superior a 8§ pum). Son debi-
das a otras especies de Trichophyton:
T. tonsurans, T. soudanense, T. violaceum,
T. yaoundei, T. gourvilii o T. rubrum (rara vez).

Unas

El examen directo de las ufas suele realizar-

Figura 4.10. Examen de material ungueal con KOH. Se observa
micelio artrosporado tipico de dermatofito.

Figura 4.11. Examen de material ungueal con KOH. Se observan
abundantes conidios de Scopulariopsis spp.
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Tabla 4.2. Morfologia habitual de los diferentes agentes causales de micosis superficiales en vision microscopica

directa.

Agente etioldgico L HE ART FR+ HI CEG FR++ HH
Levaduras + > - - R _ _ _
Dermatofito - + + + - _ _ _
Scopulariopsis spp. - - o - + + _ .
Aspergillus spp. - 5 o + + _ + _
Fusarium spp. - + - + + + + +
Scytalidium spp. - + o + + _ _ .

das; FR++: frondas abundantes; CEG: conidios especificos de género.

L: levaduras con/sin pseudomicelios; HE: hifas septadas y estrechas; HI: hifas irregulares; HH: hifas hinchadas; ART: artroconidias; FR+: frondas ligeras o modera-

se en fresco con KOH y DMSO o con calcofluor. Es
un procedimiento rapido, ofrece resultados positivos
superiores al cultivo en micosis ungueal y, en
manos expertas, permite diferenciar los dermatofitos
(hifas y artroconidios) (Figura 4.10) de Candida
spp. (blastosporas y/o pseudohifas), hongos micelia-
les como Scopulariopsis spp. (esporas en forma de
limoén con pared gruesa) (Figura 4.11), Aspergillus
spp. y Acremonium spp. (hifas en forma de frondas).

Segiin MK Moore [8], la morfologia del exa-

men directo orientara sobre el agente etiologico y el
medio de cultivo a emplear (Tabla 4.2).

4.2.5. Cultivo de las muestras superficiales

El cultivo es un procedimiento de diagnosti-
co lento pero especifico, permitiendo establecer con
certeza el diagnostico etioldgico del género y la
especie causal, por lo que es de gran importancia en
los estudios epidemiologicos.

Medio de cultivo

Las muestras deben ser procesadas de forma
inmediata, preferentemente. Las escamas, pelos y
ufias, se siembran en tubo con el medio de cultivo
elegido en pico de flauta (ya que de este modo el
medio resiste mejor la desecacion y estas muestras
requieren largos periodos de incubacidn).
Necesariamente, el cuadrado de moqueta y el cepi-
llo deben implantarse sobre la superficie del agar
dispensado en placas de Petri, las cuales seran sella-
das para evitar la desecacion (Figura 4.12).

El medio habitual para el aislamiento de los
hongos es el agar glucosado de Sabouraud (SDA) al
que pueden afadirse antibioticos como el cloranfe-
nicol y la gentamicina, para reducir la contamina-
cion bacteriana, o la cicloheximida (actidiona) para

Figura 4.12. Cultivo de la muestra realizada con moqueta.

reducir el crecimiento de hongos saprofitos
(Capitulo 3). Sin embargo, la actidiona no debe ser
utilizada si el microorganismo que se sospecha es
Candida no albicans, Scopulariopsis spp.,
Acremonium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. o
Scytalidium spp., ya que estos son sensibles a dicho
antifungico.

Cuando se sospechen infecciones por levadu-

Tabla 4.3. Elecciéon del medio de cultivo y condicio-
nes de incubacion en funcién del presunto microor-
ganismo causal.

Agente etiolégico Medio Temperatura Tiempo

(°C) (dias)
Dermatofito MYC 25-30 28
Scopulariopsis spp. SDAC 25-30 21
Acremonium spp. SDAC 25-30 21
Fusarium spp. SDAC 25-30 21
Aspergillus spp. SDAC 25-30y 37 21
Scytalidium spp. SDAC 25-30 21

MYC: Sabouraud con cloranfenicol y actidiona (Mycobiotic / Mycosel)

SDAC: Sabouraud con cloranfenicol
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Procesamiento de las muestras superficiales

ras, es recomendable afiadir un medio que contenga
substrato cromogénico como el Albicans ID medio
(bioMérieux) o el CHROMagar Candida (Becton
Dickinson) en los que las colonias de levaduras
desarrollan determinados colores en funcion de la
especie aislada (Capitulo 3).

La eleccion del medio a emplear depende de
la muestra y del patégeno causal y, muchas veces,
estara orientada por el resultado del examen directo
(Tabla 4.2). Asi, en las ufias se puede emplear SDA
con cloranfenicol con o sin actidiona al 0,04%; ade-
mas, en ufias con fuerte contaminacion bacteriana,
algunos autores recomiendan afiadir un tercer medio
con actidiona al 0,4% para facilitar el aislamiento
de los dermatofitos (Tabla 4.3).

Condiciones de incubacion

Si se sospecha un dermatofito, los cultivos
de micosis superficiales deben incubarse a
25-30 °C; sin embargo, Trichophyton verrucosum y
Candida spp. crecen mejor a 37 °C (Tabla 4.3).

Los tiempos de incubacion varian en funcion
de la especie: mientras que los dermatofitos suelen
crecer entre 7-28 dias, otros hongos, como
Aspergillus spp., Scytalidium spp. y las levaduras,
tienen un crecimiento mas rapido y pueden ser iden-
tificados en 1 semana (Tabla 4.3).

Identificacion del aislamiento

Para la correcta identificacion del agente
etiologico de las micosis superficiales (levaduras,
dermatofitos y hongos miceliares no dermatofitos),
se recomienda consultar los Capitulos 11, 12 y 13
de esta Guia.

Significado del aislamiento

Malassezia spp. El diagnodstico de sospecha
de pitiriasis versicolor es clinico y la confirmacion
se realiza mediante examen microscépico directo en
fresco de las escamas, o del papel cello, con colo-
rante de Cohen o de Kane, por lo que el aislamiento
en cultivo de Malassezia spp. no solamente es inne-
cesario, ya que dicha levadura forma parte de la
flora saprofita de la piel, sino que ademas resulta
laborioso por requerir condiciones determinadas de
humedad, temperatura y medios de cultivo ricos en
acidos grasos (Dixon o Leeming).

Candida spp. Las levaduras tienen una dis-
tribucion ubicua en la naturaleza pero las producto-
ras de candidiasis en el hombre son de habitat mas
restringido. En los cultivos con significado clinico
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la principal especie infectante es C. albicans. De
hecho, el 10-20% de los individuos son portadores
asintomaticos de dicha levadura en el tubo digestivo
y en las superficies cutaneomucosas, no asi en la
piel normal, donde su aislamiento resulta excepcio-
nal. Sin embargo, otras especies como C. parapsilo-
sis o C. tropicalis forman parte de la flora saprofita
habitual de la piel. En general, el estado de comen-
sal o saprofito de Candida spp., se corresponde con
una concentracion baja de levaduras, mientras que
el estado parasitario o infeccion se correlaciona con
una concentracion alta de las mismas, hallando no
solo cultivos positivos (en forma masiva o confluen-
te cuando son semicuantitativos) sino también exa-
menes directos positivos [9]. Por eso es
imprescindible correlacionar la observacion directa
y los cultivos con la situacion clinica.

Dermatofitos. El aislamiento de un dermato-
fito en la piel, asociado a una clinica compatible con
dermatofitosis y a la observacion directa positiva, es
diagnostico de dermatofitosis. Existen situaciones
especiales como los controles post-tratamiento de
tinea de piel glabra curada clinicamente y los con-
tactos familiares y escolares de nifios con tinea
capitis, en los que sin clinica acompaiiante y con
examen directo negativo, también puede aislarse un
dermatofito. Estos casos son catalogados como por-
tadores asintomaticos; en ellos existen pocos ele-
mentos fungicos y los cultivos semicuantitativos son
ligeros (<10 UFC/placa). La evolucion de estos por-
tadores asintomaticos depende de la especie infec-
tante: si es zoofilica como M. canis, la infeccion
tiende a desaparecer en el tiempo sin necesidad de
tratamiento; mientras que si corresponde a especies
antropofilicas, como el 7. rubrum o T. menta-
grophytes var interdigitale, el hongo puede quedar
acantonado presentando periodos de recrudescencia
(portadores cronicos de T. rubrum en tinea pedis).

El aislamiento de un dermatofito en el pelo,

Figura 4.13. Cultivo de cepillo procedente de un paciente con tinea

capitis.
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Figura 4.14. Cultivo de cepillo procedente de un portador asinto-
matico de dermatofito (izquierda). Ausencia de dermatofito en

con clinica y vision directa positiva, se correlaciona
con un elevado nimero de estructuras fungicas en la

lesion (Figura 4.13) y con el diagnéstico de tinea
capitis. También puede existir la figura del portador
asintomatico de dermatofito en cuero cabelludo
entre los contactos familiares y escolares de nifios
con tinea capitis, y entre los controles post-trata-
miento de los nifios tratados, donde existe un bajo
numero de elementos fungicos con vision directa
negativa y buena respuesta clinica. La evolucion de
estos portadores asintomaticos (Figura 4.14) tam-
bién depende de la especie infectante, si es zoofilica
(M. canis o T. mentagrophytes var mentagrophytes)
el estado de portador asintomatico tiende a desapa-
recer con el tiempo sin necesidad de tratamiento.
Sin embargo, la evolucién de las especies antropofi-
licas, como T. tonsurans, suele ser hacia el desarro-
1lo o recrudescencia de la tifia.

La visualizacion directa, en las ufias, de
micelios artrosporados es sinénima de la presencia
de dermatofito en la muestra. En alrededor del 60%
de los examenes directos positivos, no se consigue
aislar el dermatofito en el cultivo. Esto es debido a
que las células fingicas no son viables en la querati-
na ungueal, por lo que la toma de muestras se debe
repetir un minimo de 3-4 veces para aislar el derma-
tofito. Los cri-
terios para
valorar el aisla-

En resumen...

miento fungico
en uflas siguen
siendo los

El diagnostico micoldgico correcto en las micosis superficiales exige:

enunciados
hace tres déca-
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Ferran Sanchez Reus

5.1. Fundamento

La infeccion micotica pulmonar se produce
por la inhalacién de las esporas fungicas y su poste-
rior desarrollo en el parénquima pulmonar.
Soélo aquellas esporas que sean capaces de alcanzar
los sacos alveolares pueden germinar y atravesar su
pared para dar lugar a un proceso invasor, siempre y
cuando sean capaces de resistir a los mecanismos de
defensa del huésped.

El tracto respiratorio funciona como una
compleja red para la distribucion del aire inspirado,
formada por tubos que se van ramificando y dismi-
nuyendo de diametro progresivamente hasta alcan-
zar los alvéolos, por lo que todo el tracto
respiratorio actia a modo de trampa atrapa-esporas,
filtrando y reteniendo la gran mayoria de las parti-
culas que acompafan a los mas de 8.000 litros de
aire que diariamente movilizan los pulmones. La
anatomia propia del tracto respiratorio desempeiia
un papel muy activo en este mecanismo de defensa
inespecifico. En el tracto respiratorio superior se
retienen las particulas de gran tamafio (>10-20 pm),
que impactan en la superficie mucosa nasofaringea;
a medida que el aire avanza por el tracto bronquial,
disminuye su velocidad, lo que, junto a la reduccion
del diametro de las vias aéreas y a las turbulencias
que se producen en cada bifurcacion bronquial, hace
poco probable que las esporas puedan llegar a regio-
nes muy distales sin mantener contacto con la pared
bronquial y ser atrapadas en el sistema mucociliar.
Existe una zona limite de penetracion en funcion del
diametro de las esporas, de tal modo que sélo las
esporas con un diametro inferior a 3-4 pm pueden
alcanzar los sacos alveolares y depositarse por sedi-
mentacion (Figura 5.1).

Al igual que ocurre en otros procesos fin-
gicos, las micosis pulmonares invasoras pueden cla-
sificarse en dos grandes grupos: las causadas por
hongos patogenos primarios y las causadas por hon-
gos oportunistas (Tabla 5.1).

Los hongos patogenos primarios tienen la
capacidad de vencer los mecanismos de defensa del
huésped, produciendo enfermedad en los individuos
sanos y dando lugar a infecciones particularmente
graves en los pacientes inmunodeprimidos. Estos
hongos se encuentran restringidos a unas areas geo-
graficas concretas y tienen la capacidad genética de
modificar su morfologia, metabolismo, estructura y
forma de reproduccion para adaptarse al ambiente
hostil de los tejidos del hospedador, pasando de

Il
I

Figura 5.1. Limite de la penetracion de las esporas segun su
diametro.

hongos filamentosos, cuando crecen en su nicho
ecologico natural, a levaduras o esférulas cuando
sus esporas son inhaladas y penetran en el organis-
mo; es lo que se ha definido como dimorfismo tér-
mico. Puesto que su implicacion como agentes de
micosis invasoras pulmonares es indudable, siempre
que se aisle cualquiera de estos hongos en un enfer-
mo con manifestaciones clinicas compatibles, el
diagndstico de infeccion fingica se considera proba-

Tabla 5.1. Principales agentes de micosis pulmona-
res invasoras.

Hongos patégenos primarios

Histoplasma capsulatum var. capsulatum
Blastomyces dermatitidis

Coccidioides immitis

Paracoccidioides brasiliensis

Penicillium marneffei

Emmonsia parva

Sporothrix schenckii

Hongos oportunistas

Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Pneumocystis carinii
Absidia corymbifera
Rhizopus oryzae (arrhizus)
Scedosporium apiospermum
Cryptococcus neoformans
Fusarium solani

Candida albicans
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do.

Por el contrario, los hongos oportunistas
tienen un poder patdgeno escaso y solo producen
enfermedad en pacientes con alguna enfermedad de
base que condicione un defecto del sistema inmuni-
tario o de los mecanismos de defensa inespecificos.
Son hongos ampliamente distribuidos por la natura-
leza, siendo comun el encontrar sus esporas en el
aire o el suelo de cualquier latitud. La gran ubicui-

dad de estos hongos, dificulta el diagndstico micro-
biologico de las micosis invasoras oportunistas del
tracto respiratorio inferior, siendo dificil diferenciar
entre un verdadero proceso invasor, una coloniza-
cién o una simple contaminacion. Los criterios
microbioldgicos solo proporcionan un diagnostico
de probabilidad o posibilidad de infeccion fingica
invasora, requiriéndose para diagnodstico de seguri-
dad la demostracion histopatologica del hongo inva-
diendo el parénquima pulmonar (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Criterios diagnésticos de infeccion fungica invasora del tracto respiratorio inferior (adaptada de

http://www.aspergillus.man.ac.uk).

INFECCION FUNGICA PROBADA

» Histo/citopatologia mostrando hifas, esférulas o levaduras y/o pseudohifas en muestra de parénquima pulmonar
obtenida por aspiraciéon con aguja o biopsia, con evidencia de lesion tisular microscépica o inequivocamente por
imagen, o cultivo positivo con evidencia clinica o radioldgica de infeccion.

» Cultivo de muestra respiratoria positivo para Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides o Paracoccidioides en paciente
sintomatico u observacion histopatolégica de elementos morfolégicamente compatibles con serologia positiva.

* Observacion histopatolégica de elementos morfolégicamente compatibles con P. carinii en lavado broncoalveolar de

paciente con sida y clinica compatible.

INFECCION FUNGICA PROBABLE

* Debe presentar al menos un factor predisponente, acompanado de un hallazgo microbiolégico y un criterio clinico

mayor (o dos menores).

INFECCION FUNGICA POSIBLE

* Debe presentar al menos un factor predisponente, acompanado de un hallazgo microbiolégico o un criterio clinico

mayor (o dos menores).

Factores predisponentes:
1. Neutropenia <500/mm?® durante mas de 10 dias.

2. Fiebre persistente >96 h que no responde a antibidticos de amplio espectro.
3. Temperatura > 38 °C 6 < 36 °C con alguna de las siguientes condiciones:

- neutropenia > 10 dias en los 30 dias previos.

- empleo de inmunosupresores en los ultimos 30 dias.

- antecedentes de infeccion fungica invasora.

4. Signos y sintomas de enfermedad de injerto contra huésped.

5. Uso de corticosteroides > 3 semanas.

Criterios microbiolégicos:

1. Cultivo positivo para Aspergillus spp., Fusarium spp., mucorales, Scedosporium spp. o C. neoformans en esputo

oLBA

2. Examen microscoépico directo positivo para hongos filamentosos o criptococo en esputo o LBA.

w

. Antigeno de Aspergillus positivo en 2 muestras de LBA o suero.

4. Lesion pulmonar con cultivos bacteriologicos de cualquier tipo de muestra (sangre, esputo, LBA,...) negativos
para los posibles agentes de infeccion del tracto respiratorio inferior.

Criterios clinicos mayores:

» Cualquier infiltrado nuevo con signo del halo, menisco aéreo o cavitacion rodeada de un area de consolidacion.

Criterios clinicos menores:

1. Sintomas del tracto respiratorio inferior (tos, hemoptisis, disnea,...).

2. Signos de derrame pleural.

3. Cualquier nuevo infiltrado que no cumpla el criterio mayor.
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5.2. Recogida, transporte y
conservacion de muestras
respiratorias

Como cualquier enfermedad infecciosa, el
diagndstico de las micosis se inicia con la sospecha
clinica que permite indicar una serie de pruebas
complementarias para llegar al diagndstico final. El
diagndstico definitivo lo facilita el laboratorio de
Microbiologia aislando e identificando un posible
agente causal en un producto patolédgico y el de
Anatomia Patoldgica demostrando, si es preciso, la
invasion tisular fungica. Por lo tanto, el tipo y la
calidad de la muestra clinica o producto patoldgico
que se remite al laboratorio para su analisis, es cru-
cial en el diagnostico etioldgico de los procesos
infecciosos y condiciona en gran manera la rentabi-
lidad de cualquier estudio microbioldgico.

5.2.1. Tipo de muestras clinicas
y técnicas de recogida

Exudado y lavado nasofaringeo

Mediante hisopo de algoddén o catéter,
aspirar el moco por via per o retronasal (para facili-
tar la aspiracion puede requerirse la instilacion pre-
via de solucion salina). Hay que tener presente que
la muestra obtenida pertenece al tracto respiratorio
superior, por lo que en caso de ser positiva, tan s6lo
sera indicadora de colonizacion de las vias aéreas
superiores.

Esputo por expectoracion espontanea

La muestra debe obtenerse tras una expec-
toracion profunda preferentemente matinal, median-
te tos o fisioterapia respiratoria (se recomienda el
lavado previo de la boca con agua destilada estéril o
solucién salina y evitar que la expectoracién se con-
tamine con saliva o secreciones postnasales).
Aunque el esputo es una de las muestras mas faciles
de recoger y con menos riesgo para el paciente, su
empleo indiscriminado en el diagndstico de las
infecciones pulmonares no suele ser util, pues los
microorganismos presentes en la muestra no necesa-
riamente se correlacionan con los del tracto respira-
torio inferior. Su utilidad diagndstica vendra
condicionada en gran parte por su "calidad", que se
valora en funcién del nimero de leucocitos polimor-
fonucleares (PMN) y células epiteliales (CE) pre-

Asociacion Espaiiola de Micologia

sentes en la muestra (> 25 PMN y < 10 CE / campo,
x100). Sin embargo, el esputo tiene valor diagnosti-
co per se en las micosis sistémicas por hongos
dimorficos patogenos primarios (Histoplasma cap-
sulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces derma-
titidis, Paracoccidioides brasiliensis y Penicillium
marneffei). Aunque recomendado en ocasiones, el
cultivo cuantitativo del esputo no ha demostrado su
utilidad para diferenciar entre infecciéon y coloniza-
cion en las micosis oportunistas.

Esputo inducido

El esputo inducido se obtiene tras hacer
inhalar al paciente, durante unos 15-20 min, nebuli-
zaciones de 20-30 ml de solucion salina hipertonica
estéril, obtenidas mediante un nebulizador ultrasoni-
co. Su valor diagndstico equivale a la expectoracion
espontanea, aunque con experiencia y una meticulo-
sa técnica de recogida se puede minimizar la conta-
minacién nasobucal. Se recomienda como
alternativa al esputo en caso de que no sea posible
una expectoracion espontanea, habiendo sido muy
preconizado su empleo en el diagndstico de la neu-
monia por Preumocystis carinii, aunque debe tener-
se presente que su sensibilidad es inferior a la del
lavado broncoalveolar (LBA).

Aspirado traqueal (AT)

Se introduce una sonda de aspiracion a tra-
vés del tubo endotraqueal o de la traqueotomia y se
succionan las secreciones respiratorias. La instila-
cidon de una pequefia cantidad de solucion salina
estéril (> 5 ml) puede facilitar la obtencion de las
muestras muy viscosas. Puede considerarse la alter-
nativa al esputo en el paciente intubado y su valor
diagnostico es muy similar.

Lavado bronquial o broncoaspirado (BAS)

Mediante fibrobroncoscopia se realiza una
aspiracion de las secreciones del arbol bronquial,
generalmente tras la instilacion de 5-10 ml de suero
fisioldgico. No hay que olvidar que la muestra pro-
cede del arbol bronquial superior y no es representa-
tiva del territorio alveolar ni bronquiolar. En el
enfermo intubado tiene el mismo valor que el AT vy,
en el no intubado, puede estar contaminada por
secreciones del tracto respiratorio superior, siendo
su valor diagndstico similar al del esputo. Solo esta
indicado cuando el volumen de liquido recuperado
en el LBA es insuficiente y existe la sospecha de
una infeccion fingica pulmonar por patégenos pri-
marios.

Cepillado bronquial
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A través del fibrobroncoscopio se introdu-
ce un cepillo relativamente rigido que permite obte-
ner muestras con una elevada proporcion de células
descamadas de las paredes del arbol bronquial.
Hay que tener presente que la muestra no esta prote-
gida y puede contaminarse al pasar por el canal del
broncoscopio. Se emplea, sobre todo, para el diag-
nostico citologico de enfermedades neoplasicas y
puede ser de utilidad en el diagndstico de procesos
bronco-neumonicos viricos (al poderse evidenciar
cambios citopaticos o cuerpos de inclusion) pero no
es una muestra recomendable para el estudio de las
infecciones fungicas.

Lavado broncoalveolar (LBA) convencional

Para realizar la toma de la muestra el fibro-
broncoscopio debe enclavarse en el arbol bronquial
e instilar » 120 ml solucion salina que posterior-
mente sera recuperada (10-100 ml). La muestra
representa las secreciones presentes en aproximada-
mente un millén de alveolos y sus correspondientes
bronquiolos (» 1% de la superficie pulmonar), esti-
mandose que en el liquido recuperado se encuentran
diluidas 1 ml de secreciones. El fluido recuperado
se considera la muestra mas adecuada y sensible
para el diagndstico de las infecciones respiratorias
causadas por hongos dimérficos patéogenos prima-
rios y para el diagnostico de la neumonia por
P. carinii. En enfermos inmunodeprimidos, es la
técnica de eleccion para el diagnostico de presun-
cion de las micosis invasoras oportunistas del tracto
respiratorio inferior, con valores predictivos positi-
vos que pueden ser superiores al 80%, segun el tipo
de inmunosupresion y la micosis de la que se trate.
Al igual que en el esputo, el cultivo cuantificado del
LBA tampoco puede diferenciar entre infeccion fin-
gica y colonizacion, pero constituye una de las
muestras mas rentables para el diagnostico de la
aspergilosis pulmonar.

LBA protegido

Para la toma de muestra se procede de
igual manera que en el LBA, pero la introduccion
del broncoscopio se hace a través de la luz de un
catéter con un globo final, que previamente se ha
introducido e inflado con el fin de proteger la mues-
tra de una posible contaminacién por flora de las
vias altas. Es de gran valor diagnostico en las neu-
monias bacterianas, especialmente en pacientes
sometidos a ventilacion mecanica, pero en el caso
de las infecciones fungicas tiene un valor equipara-
ble al del LBA convencional.

Mini-LBA

Se introduce un catéter telescopado en el

arbol bronquial y se hace avanzar hasta encontrar
resistencia, seguidamente se hace avanzar el catéter
interno y se instilan con una jeringa unos 25 ml de
suero fisioldgico estéril. El liquido recuperado y la
punta del catéter interno se emplean para los estu-
dios microbiologicos. La técnica presenta la ventaja
de no requerir el empleo de fibrobroncoscopio y se
plantea como una alternativa a éste en el diagnostico
de la neumonia asociada a ventilaciéon mecénica. En
la actualidad, no existen experiencias que permitan
recomendarla para el diagnodstico de la infecciones
fungicas pulmonares.

Cepillado protegido

La toma de muestra requiere dos catéteres
telescopados, uno externo que lleva un tapén en la
punta y otro interno a través del cual se introduce el
cepillo. A través del canal del fibrobroncoscopio se
introduce el catéter externo y, una vez se ha alcan-
zado la zona deseada, con el catéter interno se
expulsa el tapon del catéter externo y se hace avan-
zar el cepillo hasta recoger la muestra. Mediante
esta técnica, se recogen en el cepillo 0,001-0,01 ml
de las secreciones presentes en un unico bronquiolo,
que, para su transporte, seran diluidas en 1 ml de
solucion salina. Su utilidad esta limitada al diagnds-
tico de las neumonias bacterianas (empleando crite-
rios cuantitativos) y no es una muestra util para el
diagnostico de las infecciones fungicas debido a su
baja sensibilidad.

Biopsia transbronquial

A través del broncoscopio se introducen
unas pinzas que, mediante vision fluoroscopica, per-
miten la obtenciéon de parénquima pulmonar peri-
bronquial o incluso alveolar. Estd especialmente
indicada para estudios histoldgicos. Aunque el
pequetio tamafio de las biopsias obtenidas merman
la sensibilidad de la muestra, debe tenerse presente
su gran especificidad y valor en el diagnéstico de
seguridad de las micosis invasoras. Es una muestra
de gran rentabilidad para el diagnostico de la neu-
monia por P. carinii en el paciente con sida, pero la
elevada iatrogenia de la técnica (neumotorax o
hemoptisis en un 20% de los casos) la relegan como
ultima alternativa diagnostica.

Puncidén-aspiracion transtraqueal

A nivel de la membrana cricotiroidea se
punciona la trdquea y a través de la aguja se introdu-
ce una pequeiia sonda por la que se aspiran la secre-
ciones. Este procedimiento evita, en gran parte, la
contaminacion por flora orofaringea, aunque en la
practica tiene una sensibilidad y especificidad muy

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer




Procesamiento de las muestras del tracto respiratorio inferior

©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

similar a la del esputo. No es una exploracion caren-
te de complicaciones y debe limitarse su empleo a
casos muy seleccionados. En la actualidad es una
técnica poco empleada y ha sido sustituida por otras
con mejor rendimiento diagndstico y menos compli-
caciones.

Puncién pulmonar percutanea o transtoracica

Empleando agujas ultrafinas y control
radiologico o ecografico, se punciona la cavidad
toracica y se recoge el exudado de las lesiones pul-
monares por aspiracion. Aunque es una muestra con
una especificidad muy alta, tiene una baja sensibili-
dad y la técnica para su obtencidén no estd libre de
complicaciones (neumotorax, hemorragia) y con-
traindicaciones, por lo que su empleo suele limitarse
al estudio de infiltrados pulmonares densos de loca-
lizacion periférica, con gran componente de cavita-
cion y/o consolidacion, como puede ser el caso de
algunas neumonias fungicas.

Biopsia pulmonar percutanea

Mediante un trocar se punciona la cavidad
toracica y se alcanza el pulmon, pudiendo obtenerse
una pequefia porcion de tejido de determinados
focos pulmonares. El material que se obtiene es
muy limitado y su rentabilidad en el diagndstico
microbiolégico de las neumonias es relativamente
baja. Ademas, es un material muy desestructurado y
no es util para estudios histopatoldgicos. En reali-
dad, se trata de una técnica en desuso, pues sus
complicaciones son muy similares a las de la biop-
sia pulmonar abierta y su utilidad mucho mas pobre.

Biopsia pulmonar por toracotomia

La toma de muestra requiere anestesia
general e intubacion. Mediante toracotomia se abor-
da directamente el pulmon, pudiendo inspeccionarlo
y tomar muestras bidpsicas de las alteraciones
observadas. Permite la obtencién de un gran volu-
men de material que puede emplearse tanto para
estudios microbiolégicos como histopatolégicos,
siendo de gran utilidad en el diagnostico de las
micosis pulmonares invasoras por hongos oportu-
nistas, pues permite el aislamiento y la demostra-
cion histoldgica de la invasion tisular. Su maxima
rentabilidad se alcanza en el diagndstico de lesiones
localizadas (nodulares, tumorales o cavitadas). Pero
se trata de una técnica muy agresiva que puede pre-
sentar complicaciones graves. Su indicacion estaria
limitada al diagndstico de casos muy graves en
pacientes con mala evolucion clinica, que no hubie-
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sen podido ser diagnosticados por otras técnicas
menos invasoras.

Liquido pleural

A través de una puncioén transparietal,
mediante una aguja de puncién pleural, se extraen
varios mililitros de liquido pleural. El empiema
suele presentarse como complicacion de una neu-
monia bacteriana o tuberculosa, pero no debe des-
cartarse la implicacion de un hongo que, en
procesos neumonicos cronicos, puede invadir la
cavidad pleural o introducirse en ella a través de un
neumotorax o una fistula broncopleural. No hay que
olvidar que la practica de una toracocentesis puede
presentar ciertas complicaciones, especialmente en
forma de neumotdrax o hemotdrax

Biopsia pleural

A través de una pequefia incision en la
pared toracica se introduce un trocar hasta perforar
la hoja parietal de la pleura de donde se toman
varias muestras biopsicas. La muestra suele emple-
arse para estudio histologico o para el diagndstico
de una posible paquipleruitis tuberculosa, siendo
habitualmente poco util en Micologia. La aparicion
de neumotorax o hemotoérax iatrogénico puede com-
plicar su obtencion.

5.2.2. Transporte y conservacion
de muestras

Las muestras respiratorias deben trasladar-
se al laboratorio en contenedores estériles, perfecta-
mente cerrados y en un plazo maximo de 2 h desde
su recogida. Los esputos, BAS y LBA se recogen en
un frasco de boca ancha con cierre hermético, prefe-
riblemente de rosca. Los productos de aspiracion se
depositan en un tubo estéril con tapon de rosca. Las
secreciones recogidas por cepillado se transportan,
en tubos con tapdn de rosca, diluidas en 1 ml de
solucion salina. Las piezas biopsicas deben dividirse
en dos fragmentos: uno se introduce en un frasco
con formol al 10% y se envia para estudio anatomo-
patolégico, y el otro, destinado al laboratorio de
Micologia, se introduce en un frasco o tubo con
suero fisioldgico para evitar su desecacion.

Las muestras deben procesarse e inocularse
lo mas rapidamente posible, ya que el retraso en la
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siembra reduce el nimero de células viables de
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Aspergillus fumigatus y
algunas especies de mucorales. Si el procesamiento
de la muestra va a demorarse durante varias horas,
es preferible conservarla a 4 °C para reducir el
sobrecrecimiento bacteriano, especialmente en
muestras muy contaminadas como los esputos.

5.2.3. Recepcion de las muestras
en el laboratorio

Es conveniente anotar el aspecto de la
muestra, la proporcion de saliva que posee, su color,
la presencia o ausencia de pus, sangre o moco, asi
como cualquier otra caracteristica que se considere
relevante. En las muestras recogidas por fibrobron-
coscopio, debe anotarse el volumen de solucion sali-
na recuperado en el LBA asi como el volumen en el
que se encuentran diluidas las secreciones obtenidas
mediante cepillado protegido.

5.3. Examen directo de muestras respi-
ratorias

El examen directo de las muestras respira-

torias no debe sustituir al cultivo, pero es una técni-
ca rapida que puede proporcionar al clinico una
informaciéon muy util y, en ocasiones, puede incluso
llegar a ser diagndstica. Asi, la observacion de quis-
tes o trofozoitos de P. carinii en una muestra de
LBA, o la visualizacion de pequeias levaduras en el
interior de células histiocitarias, son hallazgos
patognomonicos de neumocistosis e histoplasmosis,
respectivamente. Pero también, la presencia de hifas
no tabicadas en un paciente en cetoacidosis diabéti-
ca, puede ser de gran valor para iniciar el tratamien-
to de una posible mucormicosis; asi como la
presencia de hifas tabicadas en una muestra respira-
toria de un paciente neutropénico, puede ser sufi-
ciente para orientar una posible aspergilosis
pulmonar invasora.

Por otro lado, la observacion de elementos
fingicos caracteristicos en el examen directo (gran-
des levaduras o levaduras intracelulares) puede aler-
tar sobre la necesidad de emplear técnicas de cultivo
especificas o tiempos de incubacion mas prolonga-
dos.

A continuacion se hace referencia a una
seleccion técnicas de examen directo que pueden
aplicarse a muestras procedentes del tracto respira-
torio inferior, indicando su utilidad y principales
caracteristicas (Tablas 5.3 y 5.4) pero sin entrar en
sus detalles metodologicos (Capitulo 14).

5.3.1. Técnicas de examen directo
sin colorantes

respiratorio inferior.

Tabla 5.3. Indicacién de las principales técnicas de examen directo, en funcién del tipo de muestra del tracto

Esputo
Aspirado traqueal
Broncoaspirado

Lavado broncoalveolar

Biopsia bronquial
Biopsia pulmonar

Digestion KOH +/-
blanco calcofltor

Busqueda elementos fungicos

Tinta china
Tincién de Gram
Diff-Quick/Giemsa Sospecha histoplasmosis
Hematoxilina eosina

Gomori-Grocott

Tincién de PAS

Anticuerpos marcados

Busqueda elementos fungicos

Sospecha neumocistosis
Sospecha histoplasmosis
Sida (<200 CD4)

Sospecha neumocistosis
(Diff-Quick negativa)

Sospecha neumocistosis
(Diff-Quick, Grocott negativas)

Busqueda elementos fungicos
Reservar para histopatologia

Sospecha criptococosis

Evaluar calidad de las muestras Evaluar calidad de las muestras

Sospecha histoplasmosis

Evidenciar reaccion tisular
Busqueda elementos flungicos
Busqueda elementos fungicos

Identificacion elementos fungicos
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Tabla 5.4. Caracteristicas del examen directo de los principales agentes de micosis invasoras pulmonares.

Descripcion

Histoplasma capsulatum Tincion de Diff-Quick: pequefas levaduras ovaladas (1-4 ym) de un intenso color pur-
pura, en el interior de células macrofagicas. Es caracteristico observar las levaduras

rodeadas de un halo claro o falsa capsula.

Levaduras redondeadas u ovales, extremadamente polimorfas (5-60 um), suelen pre-
sentar gemaciones multiples de base estrecha, siendo caracteristica la observacion de
células multigemantes en rueda de timén.

Grandes esférulas de 10 a 80 uym, de pared fina y con numerosas endosporas de
2-5 uym en su interior.

Levaduras grandes (8-15 ym), redondeadas o ligeramente ovaladas, de pared lisa y
gruesa y gemacion caracteristicamente Unica, de base ancha y tamafio muy similar al
de la célula madre.

Pequenas levaduras ovales o elipticas (3-8 pm) en el interior de histiocitos. Es caracte-
ristica la observacion de un septo central.

Paracoccidioides brasiliensis

Coccidioides immitis

Blastomyces dermatitidis

Penicillium marneffei

Pneumocystis carinii Diff-Quick: material amorfo, mal definido de color purpura y apariencia espumosa,
abundantes trofozoitos con el nucleo tenido de rojo y el citoplasma de azul. No tifie los
quistes.

Gomori-Grocott: quistes oscuros, redondos u ovalados (4-7 um), muchas veces colap-
sados en forma de doble paréntesis, generalmente agrupados y envueltos por material

amorfo. No tifie los trofozoitos.

Aspergillus Hifas hialinas de un diametro inferior a 5 um, de bordes externos paralelos, separadas
por tabiques y ramificaciones dicotémicas, caracteristicamente en angulo agudo (45°).
Indistinguible de otros hongos hialinos.

Mucorales Hifas muy irregulares, con bordes externos no paralelos y diametro variable (entre 5y

25 pm), no suelen presentar septos y las ramificaciones son generalmente en angulo
recto (no dicotémicas).

Levaduras esféricas (5-7 um), no gemadas o con una Unica gemacién de base estre-
cha.

Tinta china: pone en evidencia la capsula, que aparece como un halo claro y bien deli-
mitado, de 2 a 10 ym, que rodea completamente la célula fungica, la cual destaca por
la refringencia de su pared.

Levaduras redondas u ovales (4-6 um) de gemacion multilateral con pseudofilamentos
y cadenas de levaduras gemantes.

Cryptococcus neoformans

Candida
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Examen en fresco / examen en fresco
tras digestion con KOH

El examen directo de las muestras respira-
torias sin tincidn, suele tener una rentabilidad muy
baja si no se procede a una concentracion previa por
centrifugacion, pero en este caso también se concen-
tran un gran numero de células y otros artefactos
que hacen muy dificil la observacién microscdpica,
siendo practicamente indispensable clarificar las
muestras con la adicidon de unas gotas de KOH al
15-20% (Capitulo 14).

Las muestras de LBA son suficientemente
liquidas y pueden centrifugarse directamente, mien-
tras que los esputos, AT y BAS deben someterse a
un tratamiento de fluidificacion previo con un agen-
te mucolitico (N-acetil-cisteina al 0,5% o
Sputolysin, v/v a temperatura ambiente hasta la flui-
dificacion de la muestra). Las muestras biopsicas
deben fragmentarse en pequefios trozos para facili-
tar la accion del KOH.

La observacion de levaduras de

Asociacion Espaiiola de Micologia

Blastomyces dermatitidis en una muestra respirato-
ria es diagndstica de blastomicosis pulmonar. Se
trata de levaduras grandes (8-15 um de diametro),
redondeadas o ligeramente ovaladas, de pared lisa y
gruesa y gemacion caracteristicamente unica, de
base ancha y tamafio muy similar al de la célula
madre (Figura 2.19). Las levaduras de
Paracoccidioides brasiliensis son redondeadas u
ovales, y extremadamente polimorfas en cuanto a
tamaflo, y suelen presentar gemaciones multiples de
base estrecha siendo caracteristica la observacion de
células multigemantes en rueda de timén (Figura
2.19). La forma parasitaria de Coccidioides immitis
puede ser facilmente reconocible cuando en las
muestras respiratorias se observan grandes esférulas
de 10 a 80 um, de pared fina y con numerosas
endosporas de 2-5 um en su interior (Figura 2.19 y
Figura 14.4).

En la aspergilosis pulmonar, el examen
directo de las muestras respiratorias puede eviden-
ciar la presencia de hifas hialinas de un diametro
inferior a 5 pm, de bordes externos paralelos, sepa-
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radas por tabiques y ramificaciones dicotomicas,
caracteristicamente en angulo agudo. Debe tenerse
en cuenta que las hifas de Aspergillus en una mues-
tra clinica son indistinguibles de las de otros hongos
filamentosos como Scedosporium o Fusarium que
también pueden ser agentes de micosis pulmonar
oportunista. Las hifas de los hongos filamentosos
inferiores (mucorales) son muy irregulares, con bor-
des externos no paralelos y diametro variable (5-
25 pum), no suelen presentar septos, o son muy
escasos, y las ramificaciones son en angulo recto no
dicotomicas.

Examen con tinta china

Esta especialmente indicado en muestras
de LBA en las que se plantea el diagnéstico diferen-
cial de criptococosis pulmonar. Mediante el examen
con tinta china se pone en evidencia la capsula de
C. neoformans como un halo claro y bien delimita-
do, de 2 a 10 um, que rodea completamente la célu-
la fungica (Figura 2.20), la cual destaca por la
refringencia de su pared (Capitulo 14).

5.3.2. Técnicas de examen directo
mediante tinciones

Tincion de Gram

Es de utilidad para evaluar la calidad de las
muestras respiratorias, lo que en el caso de las infec-
ciones flngicas oportunistas deberia ser un paso
limitante para continuar con el procesamiento. Para
ello las preparaciones deben evaluarse a bajo
aumento (x100), considerandose que una muestra
rica en leucocitos polimorfonucleares, histiocitos y
células del epitelio del arbol traqueobronquial es
representativa de una infeccion respiratoria de vias
bajas, mientras que la presencia de células epitelia-
les orofaringeas es un claro indice de contaminacion
oral (Capitulo 14).

Tincion de Giemsa / Diff-Quick

El empleo de estas tinciones es obligado en
muestras de LBA de enfermos con sida, pues permi-
te el diagndstico rapido de la neumocistosis con una
muy aceptable sensibilidad (70-80%). Las prepara-
ciones deben observarse inicialmente a bajos
aumentos (x100), buscando un material amorfo, mal
definido y de apariencia espumosa que se tifie de
color purpura con la tincidon de Diff-Quick y en
donde se encuentran englobados los quistes y trofo-

zoitos de P. carinii. A grandes aumentos (x1.000)
este material se observa formado por la superposi-
cion de multiples circulos no tefiidos, que corres-
ponden a los quistes, y abundantes trofozoitos, que
destacan por presentar el nicleo tefiido de rojo y el
citoplasma de azul (Capitulo 14).

Tinciones argénticas

La tincion de Gomori-Grocott es muy util
en el diagndstico de la neumocistosis y se considera
como método de referencia. Mediante la misma, los
quistes de P. carinii (pero no los trofozoitos) se
tifien de oscuro, observandose como estructuras
redondas u ovaladas, de unos 4-7 um, muchas veces
colapsadas en forma de doble paréntesis, general-
mente agrupadas y envueltas por material amorfo
(Capitulo 14).

Estas tinciones también son de eleccion
cuando interesa descartar la presencia de hongos en
noédulos pulmonares, especialmente si estos presen-
tan amplias areas de caseosis o estan calcificados,
pues la accion combinada del 4cido créomico que
acttia como disolvente y la impregnacion argéntica
permiten la visualizacion de elementos practicamen-
te imposibles de distinguir con otras tinciones.

5.3.3. Técnicas de examen directo
con fluorocromos

Tincion con blanco de calcofltor

Esta técnica es aplicable a cualquier tipo de
muestra respiratoria y permite la identificacion mor-
fologica de las estructuras fungicas con las mismas
consideraciones que las ya mencionadas en el exa-
men en fresco (Capitulo 14).

5.3.4. Técnicas inmunolégicas
de examen directo

En la neumocistosis, el empleo de anticuer-
pos monoclonales marcados con fluoresceina, pare-
ce haber demostrado una sensibilidad mucho mas
alta que cualquier otra técnica de examen directo, si
bien es cierto que algunos de los casos diagnostica-
dos por fluorescencia, y no por otras técnicas, mejo-
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raron clinicamente sin tratamiento especifico
(Capitulo 14).

El empleo de anticuerpos marcados puede
facilitar la identificacion de elementos fungicos,
pudiendo ser especialmente util en cortes histologi-
cos. Pero el arsenal disponible de anticuerpos mar-
cados es muy escaso y, salvo contadas excepciones,
solo estan disponibles en algunos centros de refe-
rencia. En enero de 2001, la Division of Bacterial
and Mycotic Diseases del CDC ofertaba la posibili-
dad de identificar por técnicas inmunohistoldgicas
C. immitis, C. neoformans, Candida spp., H. capsu-
latum, B. dermatitidis y Aspergillus spp., pero aler-
taba que los reactivos para la identificacion de los
tres Ultimos estaban aun en fase de evaluacion.

5.4. Cultivo de muestras respiratorias:
siembra, incubacion e interpretacion

Al igual que en otros procesos infecciosos,
el cultivo de las muestras respiratorias es un paso
esencial y necesario en el diagndstico de las infec-
ciones fungicas del tracto respiratorio inferior. Su
sensibilidad, salvo excepciones y siempre que se
disponga de la muestra adecuada y el procesamiento
de la misma sea correcto, acostumbra a ser mas alta
que la de cualquier otra técnica diagndstica y ade-
mas permite el aislamiento del agente causal, lo que
es indispensable para una correcta identificacion de
la especie implicada y, en caso de estar indicados,
hace posible la practica de estudios de sensibilidad o
epidemioldgicos.

El procesamiento y cultivo de las muestras
respiratorias debe realizarse tan pronto como sea
posible después de la recogida de la muestra; en
caso contrario, las muestras deben conservarse en
nevera a 4 °C. La tasa de recuperaciones de posibles
hongos patogenos siempre es mayor en las muestras
recién recogidas que en aquellas conservadas en
nevera o congeladas durante periodos de tiempo
mas o menos prolongados. Asi, el indice de viabili-
dad de H. capsulatum y otros hongos en muestras de
esputo se reduce considerablemente después de
mantener las muestras 24 h a temperatura ambiente,
en nevera o congeladas.

Si bien es cierto que siempre que se mani-
pula un cultivo micoldgico deben tomarse las medi-
das de proteccion personal adecuadas, éstas deben
extremarse cuando se trabaja con cultivos proceden-
tes de muestras del tracto respiratorio inferior,
empleando, a ser posible, cabinas para nivel 3 de
bioseguridad (Capitulo 17), pues la gran mayoria de
hongos agentes de micosis invasoras del tracto res-
piratorio inferior se adquieren por inhalacidn, exis-
tiendo la posibilidad de que el proceso infeccioso
esté causado por un hongo patégeno primario o que
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estén implicados otros agentes infecciosos poten-
cialmente patdgenos, como las micobacterias.

5.4.1. Medios de aislamiento

Para la siembra de las muestras respirato-
rias se recomienda emplear medios vertidos en
tubos de 25 x 150 mm y solidificados en forma de
agar inclinado, en lugar de medios en placas de
Petri, que si bien facilitan el agotamiento de la
muestra se deshidratan con mayor rapidez y pueden
contaminarse facilmente durante la incubacidn.
El empleo de medios en tubo tiene el inconveniente
de dificultar la siembra y el agotamiento de la mues-
tra, pero consigue mantener las condiciones de
humedad del medio durante mas tiempo y minimiza
la posibilidad de propagacion de las esporas.
Ademas, su boca estrecha hace mas dificil, aunque
no imposible, la salida de las esporas, reduciendo la
posibilidad de accidentes por inhalacion de esporas
y evitando la contaminacién ambiental (Capitulo
17).

Medio de Sabouraud + cloranfenicol/gentamicina

Este medio (SDA) se recomienda como
medio estandar para la siembra de todas las mues-
tras respiratorias, aunque siempre debe ser suple-
mentado con alguna solucién antibidtica:
cloranfenicol (0,5 g/1), gentamicina (0,05 g/l) o
ambos, simultaneamente (Capitulo 3).

Medio de Sabouraud + cloranfenicol
+ cicloheximida

La adiciéon de cicloheximida (0,5 g/1) al
medio base de Sabouraud con antibiodticos, es util
para evitar el crecimiento bacteriano y prevenir el
sobrecrecimiento de hongos contaminantes, pero
inhibe un gran nimero de hongos oportunistas del
tracto respiratorio inferior, como la mayoria de
especies de Aspergillus, mucorales, Fusarium,
Scedosporium, C. neoformans y algunas especies de
Candida, por lo que debe reservarse para cuando se
necesite recuperar algin hongo patégeno primario
que, por su crecimiento mas lento, podria ser inhibi-
do por el sobrecrecimiento de otros hongos filamen-
tosos. No es recomendable para la siembra
sistematica de todas las muestras respiratorias
(Capitulo 3).

Agar Guizotia abyssinica +
cloranfenicol/gentamicina

El empleo de un medio a partir de alpiste
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(Guizotia abyssinica), suplementado con antibidti-
cos, puede ser de gran utilidad para el aislamiento
de C. neoformans en muestras respiratorias. En este
medio, gracias a la accion de una fenoloxidasa que
hidroliza la cafeina y produce melanina, las colonias
de C. neoformans adquieren una coloraciéon marrén
que las hace facilmente reconocibles y que, emple-
ando medios de cultivo convencionales, podrian
pasar desapercibidas entre otras levaduras, por lo
que su empleo es muy recomendable si existe una
sospecha clinica de criptococosis pulmonar
(Capitulo 3).

Agar cerebro-corazén +
cloranfenicol / gentamicina

Los medios basados en caldos de cerebro y
corazon son medios ricos que pueden suplementarse
con un 10% de sangre de carnero y soluciones anti-
bidticas, siendo de gran utilidad para el aislamiento
de hongos patdgenos primarios en muestras respira-
torias (Capitulo 3).

5.4.2. Siembra de las muestras

La calidad de la muestra clinica condiciona
el diagndstico de cualquier proceso infeccioso y, en
el caso de las infecciones fingicas pulmonares
oportunistas, deberia condicionar el posterior proce-
samiento de la misma. Todas las muestras bidpsicas
deben cultivarse, pues los cultivos de estas reflejan
la presencia o ausencia de hongos en el parénquima
pulmonar. Las secreciones respiratorias son, en un
principio, un producto estéril procedente de los
bronquios; por lo tanto, la presencia en estas de ele-
mentos fungicos traduce una infeccién o coloniza-
cion del tracto respiratorio inferior. Sin embargo, la
contaminacion de la muestra con secreciones proce-
dentes del tracto respiratorio superior condiciona la
especificidad de los resultados por lo que, en lo
posible y antes de proceder al cultivo, deberia eva-
luarse la calidad de una muestra en toda secrecion
respiratoria, solicitando una nueva siempre que esta
no fuese suficientemente aceptable.

Como norma general, se recomienda sem-
brar unos 0,5 ml de muestra por tubo de cultivo y
emplear varios tubos de SDAC para cada muestra
(y uno de Sabouraud con cicloheximida y antibidti-
cos si existe la sospecha de una micosis pulmonar
por hongos dimorficos). Las muestras deben inocu-
larse en toda la superficie del medio de cultivo,
y, para evitar que se acumulen en el fondo del tubo,
es conveniente que estos se incuben las primeras

24 h en posicion horizontal.

Esputo, AT y BAS

Las porciones del esputo o aspirados clara-
mente purulentas, hemadticas o caseificadas pueden
inocularse directamente sobre el medio de cultivo.
Las muestras fluidas deben concentrarse por centri-
fugacion (1.500 g durante 10 min) desechando el
sobrenadante (o reservandolo para otros estudios) y
sembrando el sedimento resuspendido en un volu-
men conocido de solucion salina. Las muestras muy
viscosas deben fluidificarse antes de la siembra
empleando algin agente mucolitico (N-acetil-cistei-
na, mezclada con un mismo volumen de muestra y
dejandola actuar a temperatura ambiente hasta que
se consigue la fluidificacion). Posteriormente la
muestra se concentra por centrifugacion.

LBA

Las muestras de LBA se tratan de igual
modo que los esputos, sembrando directamente las
porciones purulentas o hematicas y concentrando el
resto por centrifugacion; aunque en este caso es
recomendable registrar el volumen inicial de la
muestra y el volumen en el que se resuspende, para
que, sembrando una cantidad conocida de muestra,
los resultados se puedan expresar cuantitativamente
(UFC/ml), que, si bien no permiten confirmar una
infeccion fungica, si dan una idea bastante aproxi-
mada de la cantidad de elementos fungicos presen-
tes en la muestra.

Biopsias

Antes de su siembra, las biopsias deben
fragmentarse en pequefios pedazos de 0,5-1 mm con
pinzas y bisturi o triturarse con arena estéril en un
mortero, pero sin olvidar que la manipulacion exce-
siva de la muestra puede reducir la viabilidad de los
elementos fungicos, especialmente de los mucora-
les, en los que la rotura de su estructura coenocitica
comporta la pérdida de la viabilidad del hongo.

5.4.3. Condiciones de incubacién

Transcurridas las primeras 24 h después de
la siembra, los tubos se incubaran en posicion verti-
cal, en atmosfera aerobia y humeda (40-50%) y a
temperatura constante (28-30 °C). Si los tubos tie-
nen tapon de rosca, debe aflojarse para asegurar el
aporte necesario de oxigeno a la muestra. El empleo
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de diferentes temperaturas de incubacion (30 y
37 °C) es util para diferenciar entre hongos contami-
nantes y patdgenos, pero carece de valor en el pri-
moaislamiento de hongos dimorficos, pues la forma
filamentosa crece mas lentamente y la forma leva-
duriforme es indistinguible macroscépicamente de
la de otras levaduras. A 30 °C crecen todos los hon-
gos de la muestra y a 37 °C s6lo aquellos capaces de
dar lugar a un proceso invasor.

Las muestras deben incubarse un minimo
de 4 semanas, que podrian alargarse hasta 12 en
caso de que existiese una sospecha clinica de histo-
plasmosis y los cultivos fuesen negativos. Nunca
debe darse por finalizado un estudio ni desecharse
un cultivo antes de las 4 semanas, ni tan siquiera
cuando ya se ha aislado un posible agente patdgeno,
pues podria ser que se tratase de un contaminante o
una simple colonizacion, y que las colonias del ver-
dadero agente causal todavia no fuesen evidentes.

5.4.4. Lectura e interpretacion

de los cultivos

Durante la primera semana de incubacién
se recomienda realizar una lectura diaria de los
medios de cultivo, especialmente si el examen
directo ha sido positivo. Transcurrido este periodo
de tiempo, la lectura puede realizarse 1 6 2 veces
por semana (segun la disponibilidad), hasta comple-
tar el tiempo de incubacion establecido.

Una vez detectado el crecimiento macros-
copico de un hongo debe procederse a su identifica-
cion (Capitulos 11 y 13), teniendo siempre en
cuenta que los criterios microbiolégicos, por si
solos, no suelen ser suficientes para establecer el
diagnodstico de infeccion fungica invasora
(Tabla 5.2), por lo que es necesario asociarlos a un
contexto clinico determinado. De igual modo, la
interpretacion de los cultivos debe hacerse en fun-
cion del hongo aislado y del tipo de muestra respira-
toria evaluada, en el contexto de un paciente
concreto con una clinica y unos factores predispo-
nentes determinados.

Informar al clinico del aislamiento de hon-

Consejos practicos para evaluar un cultivo de muestras respiratorias y emitir un informe:

en procesos clinicos (Tabla 5.1).

una muestra respiratoria correctamente procesada.

sistémica.
aspergilosis.

casos, cursa con hemocultivos positivos.

que han recibido antibioticoterapia.

* No todos los hongos tienen capacidad para producir una micosis invasora del tracto respiratorio inferior, por lo que
hay que evaluar especialmente los aislamientos de aquellos hongos que con mayor frecuencia se han visto implicados

» El aislamiento de A. fumigatus o A. flavus en una muestra respiratoria de un paciente leucémico y/o neutropénico
tiene un alto valor predictivo positivo de infeccion fungica invasora.

* La gravedad y agresividad de una mucormicosis pulmonar justifica siempre informar de la presencia de un mucoral en

« La corticoterapia prolongada es por si sola un importante factor de riesgo para desarrollar una aspergilosis invasora.
< El aislamiento de C. neoformans en una muestra respiratoria es indicativo de criptococosis pulmonar o de infeccién

e S. apiospermum y S. prolificans pueden dar lugar a micosis pulmonares invasoras clinicamente indistinguibles de la
» La fusariosis pulmonar suele deberse a diseminaciéon hematoégena en un cuadro sistémico y, en mas del 50% de los

* La especies del género Candida rara vez dan lugar a micosis pulmonares invasoras, si no es en pacientes terminales,
estando presentes en las secreciones respiratorias del 20% de la poblacién sana y en mas del 50% de los pacientes
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gos considerados por el micélogo como contami-
nantes carece de sentido, al igual que informar de
posibles oportunistas en pacientes inmunocompe-
tentes sin factores de riesgo conocidos. Se reco-
mienda informar personalmente los resultados,
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6.1 Fundamento

El diagnostico de las infecciones fingicas
invasoras se basa, como el de cualquier otra enfer-
medad infecciosa grave, en dos pilares fundamenta-
les: la presuncion clinica y la confirmacién
microbioldgica. Sin lugar a dudas, la base del diag-
nostico micoldgico sigue siendo el cultivo de la
muestra que permite el aislamiento e identificacion
del agente causal y la posterior realizacion de las
pruebas de sensibilidad antifungica. En el caso de
las micosis invasoras es necesario, siempre que las
condiciones clinicas del paciente lo permitan, el pro-
cesamiento de muestras profundas donde se presu-
ma la invasion fingica: sangre, biopsias tisulares o
liquidos orgénicos. Estas muestras, habitualmente
estériles, son las mas valiosas en un laboratorio de
Micologia, no sélo por su alta rentabilidad diagnos-
tica, sino también por la dificultad de obtencion o
imposibilidad de repeticion, lo que obligara a extre-
mar todas las medidas para obtener el mayor rendi-
miento de las mismas.

Actualmente, el hemocultivo sigue siendo la
mejor técnica para el diagndstico de una candide-
mia, a pesar de su escasa sensibilidad global
(2 50%). Para intentar el aislamiento del agente cau-
sal de otras infecciones fungicas invasoras sera pre-
ciso procesar diferentes tipos de muestras teniendo
siempre presente que cuanto mas profundas sean,
mayor sera su fiabilidad diagnostica [1]. Los patoge-
nos fungicos habitualmente aislados en este tipo de
muestras se detallan en la Tabla 6.1.

6.2 Hemocultivo

Hoy dia, para la recuperacion de levaduras
de la sangre se recomienda el uso de los mismos sis-
temas automatizados de monitorizacién continua
utilizados para bacterias, pero si se sospecha una
infeccion sistémica por un hongo dimérfico, la téc-
nica de lisis-centrifugacion parece ofrecer mayores
ventajas. Sin embargo, para la recuperacion de la
mayoria de hongos filamentosos, ninguno de estos
dos sistemas de hemocultivo ha demostrado su efi-
cacia [2,3].

Los sistemas automatizados integran el siste-
ma de deteccion, el incubador y el mecanismo de
agitacion en una sola unidad; cada frasco de hemo-
cultivo se procesa individualmente, obviando su
manipulacién después de su introduccion en el incu-
bador y eliminando la posibilidad de la contamina-
cion cruzada entre los frascos. Actualmente hay
cuatro sistemas automatizados comercializados en
Espafia que se diferencian en el tipo de metabolito
detectado, en el sistema de deteccion o en el tipo de
agitacion: BacT/Alert® (Organon Teknika Corp.) y
BACTEC 9240® (Becton Dickinson) detectan el
crecimiento microbiano midiendo la produccion de
CO: por colorimetria o por fluorescencia, respecti-
vamente; ESP® (Difco) detecta el crecimiento
microbiano por las variaciones manométricas origi-
nadas por el consumo o la produccién de gas y, por
ultimo, Vital® (bioMérieux-Vitek) detecta el creci-
miento por las disminuciones de fluorescencia en el
interior de los frascos que se agitan con movimiento
sinusoidal. Cualquiera de ellos es ttil para el aisla-

Tabla 6.1. Patégenos fungicos aislados con cierta frecuencia (++) o mas raramente (+) en sangre y otras muestras

estériles.

Sangre LCR L. pleural L. peritoneal L. sinovial MO Tejidos
Asperqgillus ++ ++ ++ + ++
Blastomyces + ++ ++ ++
Blastoschizomyces ++
Candida ++ ++ ++ ++ ++ ++
Coccidiodes s TrF s
Cryptococcus ++ ++ + ++ ++ ++
Fusarium + + ++ ++
Histoplasma ++ ++ + ++ +
Mucor + ++
Rhizopus + ++
Rhodotorula ++ s
Scedosporium + + ++ ++
Sporothrix + ++ ++
Trichosporon ++ il it

LCR: liquido cefalorraquideo, MO: médula ésea
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Figura 6.1. Botellas de hemocultivo del siste-
ma automatizado BacT/Alert ® (Organon
Teknika Corp.).

miento de levaduras en los frascos de hemocultivo
(Figuras 6.1-6.3).

Las aportaciones del sistema de lisis-centri-
fugacion Isolator® (Oxoid) en el diagnostico de las
fungemias son muy interesantes. Su caracteristica
principal radica en su capacidad para lisar los leuco-
citos sanguineos y la posterior liberacion al medio
de los posibles microorganismos fagocitados, por lo
que es el método de eleccion para el aislamiento de
Histoplasma capsulatum, cuya fase levaduriforme
es esencialmente intracelular. Por otra parte, al per-
mitir la siembra en cualquier medio sdlido, también
es muy util para el aislamiento de levaduras con
requerimientos especiales para su crecimiento, como
las especies del género Malassezia, incapaces de
crecer en los frascos de hemocultivos automatizados
al no estar enriquecidos con acidos grasos. Y, por
ultimo, al inocular en las placas un volumen conoci-
do de indculo, también permite la cuantificacion
(UFC/ml) de la infeccion. Entre los inconvenientes
del sistema de lisis-centrifugacion hay que destacar
su mayor laboriosidad, sobre todo comparada con
los sistemas automatizados, y la mayor posibilidad
de contaminaciones en manos de personal no adies-
trado (Figura 6.4).

6.2.1 Obtencioén de la muestra

Para evitar las frecuentes contaminaciones de
los hemocultivos con flora bacteriana de la epider-
mis es muy importante realizar la extraccion de san-
gre cuidando al méaximo todas las medidas de
asepsia. Los fabricantes de los sistemas automatiza-
dos recomiendan inocular dos frascos en cada
extraccion (aerobico y anaerébico) y, en el caso de
nifios, el frasco especialmente disefiado para ellos
(un sélo frasco por extraccion). El volumen de san-
gre inoculado en cada frasco es fundamental para
aumentar la sensibilidad de la técnica (Tabla 6.2).

Figura 6.2. Botellas de hemo-
cultivo del sistema automati-
zado BACTEC 9240® (Becton
Dickinson).

Figura 6.3. Botellas de hemo-
cultivo del sistema automatiza-
do Vital® (bioMérieux-Vitek).

Tabla 6.2. Técnica de extraccion e inoculacion de
sangre para los sistemas de hemocultivos
automatizados.

1. Utilizar guantes estériles durante la extraccion.

2. Desinfectar el tapén de goma del frasco con alcohol
etilico (70%) y esperar 1 min antes de inocularlo.

3. Después de localizar el lugar de la venopuncion, lim-
piar con un algodén impregnado con alcohol etilico
(70%), realizando movimientos concéntricos de dentro
hacia fuera.

4. Repetir la misma operacion con otro algodon impreg-
nado con povidona yodada (2%), dejandola actuar
durante un minuto.

5. Una vez realizada la desinfeccion no debe volverse a
palpar la vena; si fuera necesario, utilizar nuevos
guantes estériles.

6. Extraer la sangre e inocular los frascos o viales de
hemocultivo:
Adultos: 10 ml.
Nifos: 1-5 ml (frasco pediatrico).
Neonatos y bajo peso: 0,5-1,5 ml (frasco pediatrico).

7. Limpiar los restos de povidona yodada con alcohol.

Algunos fabricantes han comercializado fras-
cos de hemocultivo especialmente concebidos para
la recuperacion de patogenos fungicos de la sangre
como el Mycosis-IC/F® (Becton Dickinson) pero,
hasta el momento, su utilidad s6lo ha sido demostra-
da en los casos de septicemias mixtas por bacterias
y hongos (Figura 6.5).

Los frascos de hemocultivo MYCO/F
LYTIC® (Becton Dickinson) estan disefiados para
la recuperacion de patogenos intracelulares.
Incorporan al medio de cultivo un agente litico
(saponina) que induce la ruptura de los leucocitos y
la posterior salida de microorganismos fagocitados
que pueden ser detectados por el sistema automati-
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Figura 6.4. Prensa Isostat®
para la retirada del tapén de
los tubos Isolator 10® del sis-
tema lisis-centrifugacion
(Oxoid).

Figura 6.5. Botella de hemo-
cultivo Mycosis-IC/F® (Becton
Dickinson) disefiada especial-
mente para la recuperacién de
patégenos flngicos.

N L

- )

Figura 6.6. Botella de hemo-
cultivo MYCO/F LYTIC®

(Becton Dickinson) disefiada
para la recuperacion de pato-
genos intracelulares (levadu-

Figura 6.7. Tubos Isolator
1,5® (pediatrico) e Isolator
10® del sistema lisis-centrifu-
gacion (Oxoid).

zado BACTEC 9240®. Hasta el momento, ha
demostrado su utilidad en infecciones sistémicas por
H. capsulatum (Figura 6.6).

La técnica de extraccion e inoculacion de la
sangre en el sistema de lisis-centrifugacion es simi-
lar, pero para su correcta realizaciéon hay que tener
en cuenta las especificaciones del fabricante
(Tabla 6.3). Para los nifios, también existen comer-
cializados tubos pediatricos (Isolator 1.5®) que, por
su pequefio tamafio, no pueden procesarse de igual
forma que los tubos de adultos: se inoculan con 0,5-
1,5 ml de sangre, se voltean varias veces para acti-
var la lisis celular y, sin necesidad de
centrifugacion, se siembra todo su contenido en el

Un consejo...

Los resultados obtenidos con el frasco Mycosis-
IC/F (Becton Dickinson) son similares a los de los
frascos convencionales en la mayoria de las candide-
mias. Pero en aquellos casos con firme sospecha cli-
nica de candidemia y donde solo se aislan bacterias
contaminantes en los frascos convencionales
(Staphylococcus coagulasa negativo, Coryne-
bacterium, etc), puede detectarse el crecimiento de
levaduras subcultivando 10 ml del hemocultivo positi-
vo para bacterias en un frasco de Mycosis-IC/F
suplementado con 5 mg/l de vancomicina (Diluir
0,1 ml de Diatracin® 500 en 10 ml de solucién salina,
introducir 0,5 ml de esta dilucidon en el frasco de
Mycosis-IC/F ya inoculado con los 10 ml del hemo-
cultivo positivo y procesar de forma habitual en el
arcén incubador).

ras, hongos filamentosos,
micobacterias).

Tabla 6.3. Técnica de extraccion e inoculacion de
sangre para el sistema de lisis-centrifugacion.

1.
2.

9.
10.Cuando el tubo esté lleno (10 ml), retirarlo conjunta-

11.Separar el tubo del porta-tubos.
12.Invertir cuidadosamente el tubo 4-5 veces para facili-

13.Retirar la aguja del porta-tubos y desecharla en un

. Abrir el cartucho de Vacutainer y ensamblar la aguja

. Insertar el tubo Isolator 10 en el porta-tubos Vacu-

. Después de localizar el lugar de la venopuncion, lim-

. Repetir la misma operacién con otro algodén impreg-

. Una vez realizada la desinfeccion no debe volverse a

. Realizar la venopuncién manteniendo siempre la

Utilizar guantes estériles durante todo el proceso.

Desinfectar el tapon de goma del tubo Isolator 10 con
alcohol yodado, sin inundar la cavidad. Dejar secar
completamente.

al porta-tubos.
tainer hasta la linea marcada.

piar con un algodoén impregnado con alcohol etilico
(70%), realizando movimientos concéntricos de dentro
hacia fuera.

nado con povidona yodada (2%), dejandola actuar
durante 1 min.

palpar la vena; si fuera necesario, utilizar nuevos
guantes estériles.

aguja en posicion mas elevada que el fondo del tubo
(para que el contenido del mismo no contacte con el
tapén de goma).

Empuijar el tubo hasta el fondo del porta-tubos o hasta
que la sangre fluya en su interior.

mente con el porta-tubos.

tar la lisis celular y evitar la coagulacién de la sangre.

contenedor adecuado.
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medio seleccionado segin el microorganismo sos-
pechado (Figura 6.7).

6.2.2. Procesamiento del hemocultivo

Una vez inoculados, los frascos de hemocul-
tivo deben ser introducidos en los arcones incubado-
res lo antes posible, de lo contrario se conservan a
temperatura ambiente hasta su procesamiento. El
crecimiento de la mayoria de las especies de levadu-
ras es detectado por los sistemas automatizados en
las primeras 72 h de incubacion; no obstante, los
frascos deben incubarse un minimo de siete dias y,
al término de la incubacion, se realiza un subcultivo
del frasco en SDAC o un examen microscopico, con
tincion de Gram o naranja de acridina, antes de
informarlos como negativos.

Cuando el sistema automatizado detecte cre-
cimiento microbiano en el interior de un frasco,
debe realizarse un examen microscopico del mismo
previa tinciéon (Gram) y, en el caso de observarse
células levaduriformes, se realiza un subcultivo en
SDAC y CHROMagar Candida® para, posterior-
mente, proceder a su identificacion y al estudio de
su sensibilidad (Capitulos 11, 15 y 16).

El procesamiento de los tubos de lisis-centri-
fugacion es mas complejo y no esta exento de con-
taminaciones externas, por lo que deben extremarse
al maximo todas las medidas indicadas por el fabri-
cante (Tablas 6.4 y 6.5). Si durante la incubacion se

Tabla 6.5. Procesamiento de los tubos Isolator 10®
del sistema lisis-centrifugacion (ll). Extraccion del
sobrenadante, siembra del sedimento e incubacion.

1. Realizar todo el procesamiento en campana de flujo
laminar.

2. Comprimir completamente el bulbo de la “Pipeta de
Sobrenadante” antes de introducirla en el tubo (para
evitar el burbujeo y la resuspensién del sedimento).

3. Insertar cuidadosamente la punta de la pipeta en el
tubo, a través de la membrana de la capsula, mante-
niendo el bulbo comprimido.

4. Introducir la pipeta hasta que el bulbo contacte con la
capsula.

5. Aflojar la presion sobre el bulbo de la pipeta, permi-
tiendo el flujo del sobrenadante en su interior
(la entrada final de aire confirmara que el sobrena-
dante ha sido retirado completamente).

6. Desechar la pipeta en un contenedor adecuado.
7. Resuspender el sedimento del tubo en un Vortex.

8. Comprimir completamente el bulbo de la “Pipeta de
Concentrado” antes de introducirla en el tubo.

9. |Insertar cuidadosamente la punta de la pipeta en el
tubo, a través de la membrana de la capsula y mante-
niendo el bulbo comprimido.

10. Introducir la pipeta hasta tocar con la punta el boton
del sedimento. Aflojar la presion sobre el bulbo de la
pipeta, permitiendo el flujo del sedimento en su inte-
rior.

11. Distribuir equitativamente el sedimento en diferentes
placas de SDAC vy, utilizando la punta de la misma
pipeta, realizar un zigzag perpendicular (15-20 estri-
as) sobre el inoculo dispensado.

12. Desechar la pipeta en un contenedor adecuado.
13. Las placas sembradas deben incubarse a 35 °C lo
antes posible. Se colocan en la estufa hacia arriba

durante las primeras 24 h de incubacion.
Posteriormente, se invierte su posicion.

14. Las placas se examinan diariamente hasta cumplir el
tiempo total de incubacion (7 dias).

Tabla 6.4. Procesamiento de los tubos Isolator 10 del sistema lisis-centrifugacion (l). Retirada del tapén mediante

la prensa Isostat®.

N

ambiente (jno refrigerar, ni congelar!).

Separar los tubos de sus adaptadores.

—‘¢°9°.\‘.°"9":'>.‘-*’!\’

Los tubos Isolator 10 se deben procesar a su llegada al laboratorio. De lo contrario, se conservaran a temperatura

Utilizar siempre una centrifuga con rotor de 35° de inclinacion y adaptadores especiales para los tubos Isolator 10.
Centrifugar los tubos, con sus adaptadores, a 3.000 g durante 30 min. No utilizar el freno de la centrifuga para detenerla.
Retirar cuidadosamente los tubos de la centrifuga (para evitar la mezcla del sedimento con el sobrenadante).

Introducir los tubos en la gradilla especial Isostat girando ligeramente en el sentido de las agujas del reloj.
Desinfectar el tapon de goma con alcohol yodado, sin inundar la cavidad. Dejar secar durante 1 min.

Colocar la gradilla en la prensa Isostat y cubrir cada tapén con una capsula estéril Isostat.

Colocar cada tubo, con su capsula, debajo de la prensa y empujar rapidamente el asa de la prensa hacia abajo.
O Colocar el asa en su posicion original y repetir la maniobra con cada tubo. Retirar la gradilla de la prensa.
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observa crecimiento temprano de algin microorga-
nismo, las placas deben reincubarse para comprobar
el posible crecimiento de un segundo germen.

6.2.3. Diagnéstico de fungemia por
Malassezia spp.

Las especies del género Malassezia son leva-
duras lipofilas que forman parte de la flora cutanea.
M. furfur y M. globosa son agentes causales de la
pitirasis versicolor, dermatitis seborreica y ciertas
foliculitis, pero también pueden causar sepsis rela-
cionada con el catéter en neonatos, prematuros y
enfermos inmunodeprimidos alimentados con nutri-
cion parenteral enriquecida con lipidos [4]. Los sis-
temas automatizados de hemocultivos no suelen
detectar su crecimiento por lo que, cuando se sospe-
che una fungemia por especies de este género, es
aconsejable el uso de los tubos de lisis-centrifuga-
cion Isolator 10 o Isolator 1.5, dependiendo de la
edad del paciente, para la extraccion de sangre (pre-
feriblemente a través del catéter de la nutricion
parenteral) y su posterior siembra en medios de cul-
tivo suplementados con acidos grasos: SDA mas
aceite de oliva, Dixon o Leeming-Notman
(Capitulo 3). El cultivo del catéter, utilizando la téc-
nica de Maki en alguno de estos medios, también es
de gran ayuda para el diagndstico etioldgico las sep-
sis asociadas a catéter (Capitulo 10).

6.3. Liquido cefalorraquideo

Durante la primera década de la pandemia del
sida, las infecciones fungicas mas frecuentes del
SNC eran debidas a Cryptococcus neoformans, pero
en la actualidad, gracias a la instauracion de la triple
terapia antiretroviral, las meningitis por C. neofor-
mas son muchos menos frecuentes. Ademas, dife-
rentes especies de los géneros Candida o
Rhodotorula, hongos dimorficos como Histoplasma
o Coccidioides o, incluso patdogenos oportunistas
como Aspergillus, Scedosporium o Acremonium
también pueden causar meningitis. Sin embargo, la
invasion del espacio leptomeningeo por hongos
miceliares es infrecuente, por lo que la gran mayoria
de los aislamientos fungicos en el LCR van a estar
constituidos por levaduras. En nuestro medio, las
meningitis fingicas suelen ser secundarias a neuro-
cirugia, traumatismos, prematuridad o a los sistemas
de derivacion de LCR.

El diagnostico etioldgico de una meningitis
precisa el procesamiento y cultivo del LCR. La difi-
cultad de su obtencion hace del LCR una de las
muestras bioldgicas estériles mas valiosas en un

Tabla 6.6. Técnica de obtencion del LCR.

1. Realizar la puncién en condiciones de maxima asep-
sia.
2. Desinfectar la zona con povidona yodada al 2%.

3. Realizar la puncién en los espacios intervertebrales
L3-L4, L4-L5 6 L5-S1.

4. Al llegar al espacio subaracnoideo, retirar el estilete y
dejar salir libremente el LCR; recogerlo en tres tubos
estériles con tapon de rosca (Bioquimica,
Microbiologia y Citologia).

5. Extraer un volumen minimo de 10 ml (3 ml / tubo).
. Enviar inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia.
7. Extraer también sangre para hemocultivo.

(o)

Tabla 6.7. Técnica para el procesamiento del LCR.

deteccion de antigenos).

(9]

(Capitulo 14).
. Inocular el resto del sedimento en 2 tubos de SDA.

. Vigilar los cultivos cada 48 h.

su sensibilidad (Capitulos 15y 16).

1. Procesar en el laboratorio inmediatamente, de lo contrario, almacenarlo a temperatura ambiente (maximo 24 h).
2. Centrifugar todas las muestras >1 ml (1500 g / 15 min) y realizar los siguientes pasos en cabina de flujo laminar.
3. Dejar 1 ml de LCR junto con el sedimento y depositar el resto de sobrenadante en otro tubo estéril (para una posterior

4. Resuspender cuidadosamente el sedimento con la ayuda de un vortex.
. Dispensar una gota del sedimento sobre un portaobjetos para su examen microscépico directo: Tinta china y/o fresco

6
7. Incubar un tubo a 35 °C y otro a temperatura ambiente (30 dias).

8. Si se sospecha meningitis por C. neoformans, realizar la detecciéon de Ag criptocécico en el sobrenadante (Capitulo 14).
9

10.Si se detectase crecimiento fungico, proceder a la identificacion del microorganismo (Capitulos 11 y 13) y al estudio de
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laboratorio de Microbiologia; por lo tanto, la técnica
de extraccion y el posterior procesamiento del LCR
deben ser lo mas cuidadosa posible para aprovechar
al maximo las posibilidades diagndsticas de la
muestra (Tablas 6.6 y 6.7).

6.4. Otros liquidos organicos (pleural,
peritoneal, pericardico, sinovial)

Como respuesta a una infeccion, cualquier
cavidad del organismo puede albergar liquido origi-
nado mediante un proceso exudativo. Estos liquidos,
junto con los denominados estériles, son unas mues-
tras microbioldgicas de primer orden al reflejar el
patrén infeccioso de los tejidos colindantes, por lo
que deben ser manejados con extremo cuidado,
recomendandose que su manipulacion y siembra sea
realizada en cabina de flujo laminar.

Los liquidos organicos que con mayor fre-
cuencia se estudian en el laboratorio de Micro-
biologia, después de la sangre y el LCR, son el pleu-
ral, peritoneal, pericardico y sinovial.

Las técnicas para su obtencidon y procesa-

Tabla 6.9. Técnica para el procesamiento de los liqui-
dos organicos estériles.

1. Procesar en el laboratorio inmediatamente, de lo
contrario, almacenarlo a temperatura ambiente (maxi-
mo 24 h).

2. Centrifugar todas las muestras >1 ml (1.500 g / 15 min)
y realizar los siguientes pasos en cabina de flujo
laminar.

3. Dejar 1 ml de liquido junto con el sedimento y deposi-
tar el resto del sobrenadante en otro tubo esteril.

4. Resuspender cuidadosamente el sedimento (aspiran-
dolo y expulsandolo con una pipeta o con la ayuda de
un vortex).

5. Dispensar una gota del sedimento resuspendido sobre
un portaobjetos para su examen microscopico directo:
KOH, blanco de calcoftior (Capitulo 14).

6. Inocular el resto del sedimento en 2 tubos de SDA.

7. Incubar un tubo a 35 °C y otro a temperatura
ambiente (30 dias).

8. Vigilar los cultivos cada 48 h.

9. Si se detectase crecimiento fungico, proceder a la
identificacion del microorganismo (Capitulos 11y 13) y
al estudio de su sensibilidad (Capitulos 15 y 16).

Tabla 6.8. Técnica de obtencion de los liquidos orga-
nicos estériles.

1. Realizar la puncién en condiciones de maxima
asepsia.

2. Desinfectar la piel con povidona yodada al 2%.

3. Obtener la muestra por aspiracion con aguja
percutanea o por cirugia.

4. Extraer un volumen minimo de 5 ml y depositarlo en
un tubo esteéril con tapon de rosca (o inocular un
frasco de hemocultivo).

5. Enviar inmediatamente al Laboratorio de Micro-
biologia.

miento son similares, por lo que se recomienda
seguir las indicaciones detalladas en las Tablas 6.8 y
6.9, teniendo siempre en cuenta que cuanto mayor
sea el volumen extraido, mayor sera la probabilidad
de aislamiento de un patoégeno fingico.

En la actualidad, la causa mas frecuente de
peritonitis fingica es la dialisis peritoneal ambulato-
ria siendo Candida, Aspergillus y Fusarium los
agentes causales mas habituales.

La patogenia de la artritis fungica también
esta relacionada con la inoculacion directa del ger-

Un consejo...

Como en toda peritonitis, el gran volumen de liquido ascitico presente en la cavidad abdominal aumenta la dilucion
del inéculo microbiano, por lo que la rentabilidad del cultivo convencional para el diagnéstico de la peritonitis fungica es
muy baja. Para aumentar la sensibilidad de la técnica se recomienda centrifugar 50 ml de liquido peritoneal, inocular el
sedimento en dos frascos de hemocultivo y procesarlos como tales.
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men (traumatismos previos, implantacion de mate-
rial protésico); Candida, Sporothrix y otros hongos
dimorficos suelen ser los patégenos mas frecuente-
mente aislados en el liquido articular.

6.5. Médula 6sea

El aspirado de médula 6sea, generalmente
obtenido por puncién esternal o de cresta iliaca, es
una de las mejores muestras para el diagnostico de
la histoplamosis diseminada. El estadio levadurifor-

Tabla 6.10. Obtencién y procesamiento de médula
osea.

1. Realizar la puncién medular aplicando las maximas
medidas de asepsia posibles.

2. Introducir el aspirado en un tubo Isolator 1.5 y enviar
inmediatamente al laboratorio de Microbiologia.

3. Dispensar una gota del contenido sobre un portaobje-
tos para su examen microscopico directo mediante
tincién Giemsa (Capitulo 14).

4. Inocular el contenido del tubo Isolator 1.5 en un dos
tubos de agar BHI.

5. Incubar un tubo a 35 °C y otro a temperatura ambien-
te (30 dias).

6. Vigilar los cultivos cada 48 h.

7. Si se detectase crecimiento fungico, proceder a la

identificacion del microorganismo (Capitulos 11 y 13)
y al estudio de su sensibilidad (Capitulos 15y 16).

gacion para el procesado de esta muestra facilita la
liberacién de las levaduras fagocitadas, aumentando
su recuperacion en el medio de cultivo (Tabla 6.10).

6.6. Tejidos

Cuando exista sospecha de infeccion locali-
zada en uno o varios organos, debe plantearse la
idoneidad de realizar una biopsia de ese tejido afec-
tado para su diagnostico microbioldgico. Sin embar-
go, en la mayoria de las micosis profundas, la
situacion clinica y hemostasica del paciente con-
traindican este procedimiento; no obstante, siempre
que sea posible, debe plantearse su obtencion como
una de las mejores vias de para intentar el aisla-
miento, identificacion y posterior estudio de la sen-
sibilidad del agente causal.

Las muestras de tejidos se obtienen mediante

Tabla 6.11. Obtencion y procesamiento de muestras
tisulares.

me de H. capsulatum es eminentemente intracelular,
por lo que la utilizacion del sistema de lisis-centrifu-

1. Realizar la biopsia aplicando las maximas medidas de
asepsia.

2. Introducir el tejido biopsiado en un recipiente estéril
con tapon de rosca y enviar inmediatamente al labora-
torio de Microbiologia.

3. Si la muestra es pequena, afadir varias gotas de
solucién salina estéril para mantener la humedad.

4. Trocear la muestra en pequefos pedazos con la
ayuda de un bisturi estéril.

5. Realizar varias improntas de la muestra sobre un por-
taobjetos para su examen microscopico directo: blan-
co de calcofltor, KOH, tincién de plata metenamina
(Capitulo 14).

6. Inocular la muestra troceada en dos tubos de SDA,
sumergiendo ligeramente la misma en la superficie
del agar.

7. Incubar un tubo a 35 °C y otro a temperatura ambien-
te (30 dias).
8. Vigilar los cultivos cada 48 h.

9. Si se detectase crecimiento fungico, proceder a la
identificacion del microorganismo (Capitulos 11 y 13)
y al estudio de su sensibilidad (Capitulos 15y 16).

Unos consejos...

to aconsejado.

» La homogenizacion o trituracion de las muestras tisulares es perjudicial para las hifas de los zigomicetos y dificulta
su crecimiento. Por lo tanto, si el presunto agente fungico es desconocido o se sospecha la presencia de un zigomi-
ceto, se debe cortar la muestra con bisturi estéril en piezas de 1 mm.

» Por el contrario, si se sospecha la presencia de H. capsulatum, la trituracion previa de la muestra es el procedimien-
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autopsia y, al igual que ocurre con los liquidos orga-
nicos, deben extremarse al maximo las normas para
su procesamiento ya que constituyen una de las
muestras mas valiosas, por su dificil obtencion, en
un laboratorio de Micro-
biologia Clinica (Tabla 6.11).
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Procesamiento de las muestras genitourinarias

Pedro Garcia-Martos
Juan Manuel Hernandez-Molina

7.1. Fundamento

7.1.1. Vulvovaginitis

Es la forma mas frecuente de infeccion geni-
tal en la mujer, especialmente durante el embarazo,
fase premenstrual, diabéticas y usuarias de anticon-
ceptivos orales o jabones vaginales de pH acido. Es
un proceso relativamente frecuente, muchas veces
recurrente, que supone un 25-30% de las infeccio-
nes vaginales, en especial durante el embarazo. La
infeccion se adquiere por transmision sexual o a
partir del reservorio fecal. El prurito, el eritema vul-
vovaginal y la leucorrea son las manifestaciones cli-
nicas mas notables. En su etiologia predomina
Candida albicans, seguida de Candida glabrata vy,
en menor proporcion, otras especies.

7.1.2. Balanitis

Es la infeccion genital masculina mas fre-
cuente, sobre todo en varones no circuncidados. La
superficie del glande, el prepucio e, incluso, el escro-
to y perineo presentan lesiones rojas vesiculosas,
dolorosas, generalmente rodeadas de un pequefio
halo inflamatorio y cubiertas por un depdsito blanco
y cremoso. El paciente refiere sensacién de quema-
z6n y prurito intenso. El proceso puede complicarse
con uretritis y cistitis (aguda o crénica). C. albicans
es el agente mas comun de esta infeccion, pero tam-
bién se ha implicado a otras especies de levaduras.

7.1.3. Infeccion del tracto urinario

El tracto urinario, en su conjunto, no posee
flora microbiana autdctona, excepto la porcion dis-
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tal de la uretra que puede ser colonizada por la flora
normal de la piel. La infeccion del tracto urinario
(ITU) se origina por via ascendente a partir de la
uretra 0, en menor proporcion, por via hematdgena.
Las bacterias son responsables de la mayor parte de
las ITU; las producidas por levaduras se deben,
principalmente, a C. albicans, sobre todo en muje-
res. En infecciones diseminadas, se pueden encon-
trar otros hongos levaduriformes, incluyendo a
Cryptococcus neoformans; y, en paises endémicos:
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis o
Histoplasma capsulatum;, el hallazgo de Aspergillus
en la orina es excepcional. La candiduria puede
constituir, a veces, un factor predictivo de candidia-
sis sistémica; pero, habitualmente, es el resultado de
la presencia de levaduras en el tracto genital o gas-
trointestinal. El hallazgo de levaduras diferentes a
C. albicans se asocia mas frecuentemente con can-
didemia. La candidiasis del tracto urinario es mas
comun en las edades extremas de la vida, en diabéti-
cos y en pacientes con trastornos del tracto urinario.
En los ultimos afios ha experimentado un incremen-
to significativo en pacientes hospitalizados, inmuno-
deprimidos o sometidos a cateterizacion vesical. Se
relaciona con enfermedades graves, antibioterapia
intensa o instrumentacion vesicouretral. La presen-
tacion clinica es variada, pero es mas frecuente la
infeccion de vias altas (pielonefritis) y uretritis que
la de vias bajas (cistitis).

Para confirmar la sospecha clinica de las
infecciones flingicas genitourinarias es imprescindi-
ble el estudio microbioldgico que, ademas, permite
orientar el tratamiento antimicrobiano. El diagnosti-
co clinico de la candidiasis vulvovaginal no suele
presentar grandes dificultades, pero, debido a la fre-
cuente falta de especificidad de los sintomas y sig-
nos exploratorios, el examen microscopico de las
muestras y el cultivo micologico constituyen las
actitudes diagnosticas mas rentables; en la balanitis,
el examen microscopico es el recurso diagndstico
mas rapido. Las infecciones del tracto urinario se
diagnostican habitualmente por la sintomatologia, la
presencia de leucocitos y microorganismos en el
sedimento urinario y el cultivo microbioldgico de la
orina. La presencia de levaduras en la orina no
siempre es indicativa de infeccion, pues depende de
la concentracion y de la especie implicada, teniendo
en cuenta la facilidad con que la orina se puede con-
taminar en el acto de la miccion. El analisis micro-
bioldgico debe suministrar, por tanto, informacion
cuantitativa y cualitativa para poder valorar correc-
tamente los resultados del mismo.
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7.2. Recogida de muestras

Las técnicas de recogida de muestras geni-
tourinarias varian segun la localizacion de las mis-
mas (Tabla 7.1).

7.2.1. Vulvovaginitis

Para la recogida del exudado vaginal, no
debe practicarse higiene genital previa que pueda
alterar las caracteristicas de la flora. La toma de
muestras vaginales debe hacerse ayudandose de un
espéculo bivalvo estéril, sin utilizar lubricantes. Se
toma la secrecion de la mucosa de la pared posterior
del canal vaginal, mediante escobillon o torunda de
alginato, haciendo rotar el mismo por la zona de
secrecion mas abundante. Es aconsejable obtener
simultaneamente exudado de cérvix, asi como tomar
las muestras por duplicado o triplicado si se quieren
investigar distintos patégenos; una de las muestras
se introduce en solucién salina para observacion en
fresco de Trichomonas.

Para la recogida del exudado vulvar, es con-
veniente lavar la superficie cutdnea con solucion
salina estéril, antes de arrastrar el exudado con un
escobillon o torunda. La obtencion del exudado
anal se efectiia de la misma manera que el vulvar.

7.2.2. Balanitis

Las muestras se toman de los bordes de las
lesiones y del surco balanoprepucial mediante esco-
billén estéril y sin limpieza previa.

7.2.3. Uretritis

El exudado uretral se recoge por la mafana,
o al menos después de 1-3 h sin vaciar la vejiga.
Debe limpiarse la zona externa para evitar una posi-
ble contaminacidn, sobre todo en hombres no cir-
cuncidados, utilizando jabén neutro o solucién
salina. Si existe secrecion abundante, se exprime la
uretra, se desecha la primera gota que contiene flora
saprofita y se toma el resto con escobillén fino,
introducido 2 ¢cm en el meato urinario; en caso de no
existir secrecion, se introduce el escobillon en la
uretra después de realizar un masaje uretral.

7.2.4. Infeccion del tracto urinario

Las condiciones de obtencion de la orina jue-
gan un papel fundamental en la fiabilidad de los
resultados del analisis microbioldgico, puesto que la
flora saprofita de la zona terminal de la uretra y de
los genitales externos puede contaminar la orina en
el momento de su emision. Los diversos procedi-
mientos de recogida de la orina estan encaminados a
evitar, en lo posible, la contaminacién de origen
extraurinario.

Miccion directa o espontanea

Se recogen unos 20-25 ml de orina recién
emitida en un frasco estéril, preferiblemente de boca
ancha, siendo la parte media de la miccién matinal
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Tabla 7.1. Recomendaciones para la recogida adecuada de muestras genitourinarias.

Muestra Procedimiento de recogida

Exudado vaginal Espéculo + escobillon estéril (porcidon posterior)

Espéculo + escobillon estéril

Escobillén estéril

Escobillén estéril (previo lavado con solucion salina)
Escobillén estéril (previo lavado con solucion salina)
Escobillén estéril

Escobilldn fino estéril (1-3 h antes de la miccion)

Miccién directa en frasco estéril (parte media)
Cateterismo vesical

Bolsa colectora (intercambio y lavado cada 30 min)
Puncién suprapubica

Exudado cervical
Exudado vulvar

Exudado anal

Exudado balanoprepucial
Exudado uretral

Orina (matinal)
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la mas representativa del estado de las vias urinarias
y la mas idonea para el cultivo. La primera parte de
la miccion se desecha porque contiene la flora de
arrastre de la porcion distal de la uretra; la parte
final también, por su escaso contenido microbiano.
Esta modalidad de recogida la realiza el propio
paciente, quien debe efectuar una previa y concien-
zuda limpieza de sus genitales con agua y jabon.
En el momento de la miccidn, los hombres deben
retraer el prepucio y las mujeres separar los labios
para evitar contaminaciones exdgenas (Figura 7.1).

Cateterismo o sondaje vesical

El cateterismo vesical efectuado de manera
aséptica, después de un lavado cuidadoso del meato
uretral y de los genitales externos, es el procedi-
miento mas adecuado para recoger orina cuando se
sospecha una candidiasis urinaria, pero implica
cierto peligro de sobreinfeccion de vias altas y pro-
duccion de microtraumatismos que pueden acarrear
complicaciones, especialmente en el hombre.
Se recurre al sondaje ante la imposibilidad de obte-
ner buenos resultados por los métodos directos,
o cuando se pretende corroborar un diagnostico
(Figura 7.1). En pacientes con sonda permanente,
la orina se toma por puncion aséptica de la sonda,
nunca de la bolsa de recogida.

Bolsa colectora

La orina de lactantes se recoge en una bolsa
de plastico estéril dispuesta para tal fin, que se
adosa directamente a los genitales, tras un lavado
previo de los mismos y de la zona anal, mantenién-
dola hasta la miccion (Figura 7.1). En el caso de que
la micciéon no se produzca dentro de los 30 min
siguientes a la colocacion de la bolsa, debe sustituir-
se esta después de un nuevo lavado para evitar el
sobrecrecimiento de la flora cutanea. La recogida se
puede facilitar estimulando la miccién mediante la
ingesta de liquidos o por el reflejo de Pérez (golpeo
de los musculos paraespinales, sosteniendo al nifio
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por el abdomen). Es conveniente comprobar la
ausencia de restos fecales acompafantes. Las mues-
tras obtenidas por este procedimiento no son de
buena calidad para el diagndstico de candiduria.

Puncion o aspiraciéon suprapubica

Cuando la recogida de orina es dificultosa
por otro procedimiento, puede realizarse una pun-
cion vesical, sobre todo en lactantes, pero es una
técnica contraindicada en pacientes con problemas

Figura 7.1. Técnicas de recoleccion de orina: a: Miccién directa;
b: Sondaje vesical; c: Bolsa colectora; d: Puncién suprapubica.
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de hemostasia. La vejiga se punciona directamente,
después de aseo, antisepsia y anestesia local. Las
complicaciones que puede presentar son leves y se
traducen en hematuria y hematomas. En este tipo de
muestra cualquier hallazgo microbiologico tiene
indudable valor (Figura 7.1).

7.3. Transporte y conservacion de las
muestras

Tabla 7.2. Transporte y conservacion de muestras
genitourinarias.

Muestra Transporte y conservacion

Medio de Amies o medio de
Stuart (siembra inmediata)

Medio de Amies o medio de
Stuart (siembra inmediata)

Exudado vaginal
Exudado cervical

Exudado vulvar No precisa condiciones de

transporte (siembra rapida)
No precisa condiciones de
transporte (siembra rapida)
Exudado balanoprepucial No precisa condiciones de

transporte (siembra rapida)

Medio de Amies o medio de
Stuart (siembra inmediata)

Exudado anal

Exudado uretral

Orina Siembra inmediata o rapida
Refrigerar si se demora el
cultivo (maximo 12 h)

En general, las muestras genitourinarias
deben procesarse 1o mas rapidamente posible des-
pués de su recoleccion, pues el rapido crecimiento
de las levaduras a temperatura ambiente puede dar
lugar a una falsa interpretacion en cuanto a su con-
centracion en la muestra. Cada muestra exige unas
condiciones diferentes, de acuerdo con su proceden-
cia (Tabla 7.2).

Si el cultivo va a demorarse, las muestras
vaginales y uretrales deben preservarse en un medio
de transporte, pero no debe dilatarse su procesa-
miento. La utilizacion de medios de transporte,
como el de Stuart o el de Amies, es fundamental
para conservar viables algunos microorganismos
patdgenos en estas localizaciones, pero no tanto en
el caso de las levaduras (Capitulo 3).

Las muestras de orina para investigacion de
hongos deben transportarse con rapidez al laborato-

rio y ser cultivadas antes de una hora de su recolec-
cion. Cuando se va a demorar el cultivo, las mues-
tras deben mantenerse refrigeradas a 4 °C, para
evitar el sobrecrecimiento de microorganismos, no
mas de 12 h. Las muestras de orina de 24 h son ina-
ceptables, pues el tiempo prolongado puede modifi-
car las condiciones fisico-quimicas de la orina e
influir sobre la cantidad y calidad de la flora.

7.4. Examen directo

El examen microscépico directo permite
obtener informacion respecto a la presencia de hon-
gos y su abundancia, observar algunos detalles de su
morfologia y disposicion, e incluso peculiaridades
de conidiogénesis, ademas de precisar la citologia
del material observado. Este examen sirve de pauta
para el uso de técnicas complementarias de cultivo y
evita, muchas veces, incurrir en errores graves.

El examen microscdpico debe realizarse en
las muestras genitales una vez efectuado el cultivo,
siempre que dispongamos de suficiente muestra,
sirve de ayuda para el diagnéstico y como soporte
para la posterior valoracion del cultivo. En las
muestras urinarias, se suele examinar el sedimento
obtenido por centrifugacion de la orina, pero tam-
bién puede hacerse de la orina sin centrifugar.

7.4.1. Examen en fresco

En la candidiasis vulvovaginal, uretritis y
balanitis, el examen en fresco se realiza suspendien-
do parte del exudado en solucidn salina. Si se utiliza
azul de lactofenol, en vez de solucidn salina, se pue-
den apreciar mejor las levaduras y elementos hifa-
les. La adicién de KOH al 10% solamente se
aconseja en muestras con abundancia de células y
restos celulares, con el fin de eliminar interferencias
y resaltar las estructuras fungicas. Actualmente,
también se recurre a las preparaciones con coloran-
tes fluorescentes, especialmente blanco de calco-
fluor, que facilitan la deteccion y diferenciacion de
las estructuras fungicas cuando se examinan en un
microscopio de fluorescencia (Capitulo 14).

El examen microscopico de la orina se reali-
za, generalmente, a partir del sedimento obtenido
por centrifugacion a 1.500-2.000 rpm de unos 10 ml
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Figura 7.2. Azul de lactofenol. Observacion de levaduras en el
sedimento urinario (x1.000).

de orina, previamente homogeneizada, durante 5-10
min. El examen en fresco del sedimento urinario
permite apreciar sus componentes celulares (hema-
ties, leucocitos, células epiteliales) asi como la pre-
sencia de cristales, sales amorfas, cilindros y
microorganismos. Las levaduras muestran su tipica
forma ovoide y pueden exhibir blastoconidias y
estructuras hifales (Figura 7.2).

7.4.2. Tinciones

Las técnicas de coloracion son imprescindi-
bles para el estudio microscopico de las muestras
genitourinarias, pues permiten observar con gran
detalle la morfologia celular. En la candiduria, no
tiene interés la tincidon del sedimento urinario; es
mas rentable examinar una gota de orina sin centri-
fugar, coloreada mediante tinciéon de Gram o sim-
plemente con azul de metileno. La deteccion de una
sola levadura por campo (x100) puede ser sugestiva
de candiduria, especialmente en infecciones disemi-
nadas. En caso de positividad, puede ser convenien-
te la tincion del sedimento urinario para apreciar la
concentracion y caracteristicas microscopicas de las
células.

7.5. Cultivo

El cultivo de las muestras genitourinarias es
imprescindible para aislar e identificar los hongos
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responsables de infeccion y diferenciar los que
pudieran confundirse morfolégicamente por obser-
vacion microscopica directa. Los medios de cultivo
indicados para estas muestras son medios sélidos
selectivos para el aislamiento de levaduras, sobre
todo agar de Sabouraud suplementado con antibidti-
cos (SDAC). También es de gran utilidad para las
muestras genitourinarias el empleo de un medio cro-
mogénico, como el CHROMagar Candida. Diversos
estudios han demostrado la utilidad de este medio
en el aislamiento primario y diferenciacion de leva-
duras en la candidiasis vulvovaginal, unido al agar
de Sabouraud o bien como medio unico. Otros
medios con sustratos fluorogénicos (Fluoroplate
Candida, SDCA-MUAG agar) y cromogénicos
(Albicans ID, Candiselect, Candichrom) orientados
a la deteccion de la enzima b-galactosaminidasa,
han supuesto un avance importante para la identifi-
cacion presuntiva de C. albicans en los cultivos pri-
marios de muestras vaginales, pero no pueden
equipararse al medio CHROMagar Candida que
diferencia, ademas, otras especies (Capitulo 3).

En la candidiasis vaginal y uretritis, el cul-
tivo se realiza a partir del escobillon que contiene la
muestra, sembrando directamente o tras dilucion en
0,5 ml de agua destilada estéril. Se efecta la des-
carga de la muestra en un extremo de la placa y se
estria el resto con asa.

En la balanitis, el cultivo rutinario se realiza
utilizando exclusivamente agar de Sabouraud con
cloranfenicol o gentamicina para el aislamiento
selectivo de levaduras.

El urocultivo convencional sigue constitu-
yendo el método idoneo para el estudio de la infec-
cion del tracto urinario, permitiendo diferenciar
cualitativa y cuantitativamente una contaminacion
microbiana accidental de una candiduria significati-
va. En caso de investigar especificamente una can-
diduria, se adiciona una placa de SDAC o de un
medio cromogénico que permita la identificacion
presuntiva de las colonias. Para facilitar el recuento
de colonias, la orina previamente homogeneizada se
siembra con un asa calibrada de 0,01 ml (10 ul) 6
0,001 ml (1 ul) de capacidad, o bien, cuando se sos-
pecha una candiduria intensa, se parte de diluciones
de la orina en solucion salina estéril (1/10, 1/100),
las cuales se inoculan a razén de 0,1 ml por placa.

Los sistemas comerciales para el screening
de orina que emplean una lengiieta, con los lados
recubiertos por diferentes medios de cultivo, no
deben utilizarse para la investigacion de candiduria.
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7.6. Incubacion

Después de la inoculacion de las muestras en
los medios de cultivo, las placas deben incubarse lo
mas pronto posible, pues el retraso limita la capaci-
dad de crecimiento de algunos microorganismos
labiles y favorece el desarrollo de contaminantes.
Aunque la mayoria de las levaduras crecen Optima-
mente a temperatura ambiente (25-30 °C), los culti-
vos de muestras genitourinarias se incuban,
habitualmente, en estufa a 35-37 °C, en atmosfera
aerobia y durante 18-24 h, antes de proceder al exa-
men de las colonias. La incubacién se puede prolon-
gar hasta 48 h para asegurar un cultivo negativo,
manteniendo los medios micoldgicos a temperatura
ambiente durante esta segunda incubacion. No pro-
cede alargar mas la incubacion ya que las levaduras
crecen habitualmente bien a las 48 h, tanto en los
medios generales como en los especificos.

7.7. Lectura e interpretacion

7.7.1. Examen microscoépico

La observacion directa de levaduras en
muestras vaginales y de cérvix tiene un valor cues-
tionable, pues pueden ser parte de la flora comensal;
sin embargo, la presencia de leucocitos polimorfo-
nucleares es un dato sugestivo de infeccion. La tin-
cion de Gram mejora bastante la observacion en
fresco, pues pueden distinguirse mas facilmente las
células levaduriformes, como grampositivas y con
su tipica forma ovoide, asi como la formacion de
blastoconidias, artroconidias, hifas y pseuhohifas.
En la candidiasis vaginal, la microscopia presenta,
en general, una baja sensibilidad, a veces inferior al
50%, por lo que siempre debe ir unida al cultivo
(Figuras 7.3 y 7.4).

El examen en fresco o por tincion del exuda-
do balanoprepucial ofrece muy buena rentabilidad
cuando se detecta la presencia de levaduras, pues se
relaciona casi siempre con infeccion activa.

Figura 7.4. Tincién de Gram. Levaduras, elementos hifales y
blastoconidias (x1.000).

En el examen en fresco del sedimento urina-
rio, la leucocituria es un dato 1til para afianzar una
sospecha de infeccion pero debe ser interpretada
con precaucion. Aunque la mayoria de las infeccio-
nes del tracto urinario se acompafian de mas de diez
leucocitos por campo (x400), este dato representa
un indice menos sensible que la cuantificacion de la
flora mediante cultivo. La observacion microscopica
de levaduras no constatada por cultivo es también
muy discutible, debido, sobre todo, a la posibilidad
de contaminacion de la orina por una mala recogida
o procesamiento inadecuado.

Para la deteccion de candiduria, se pueden
utilizar otras técnicas, aparte del examen microsco-
pico del sedimento urinario y el cultivo, pero todas
tienen en comun cierta falta de sensibilidad y espe-
cificidad. La deteccion de esterasa leucocitaria
mediante tiras reactivas parece ser de utilidad para
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predecir una posible bacteriuria, pero no tiene el
mismo valor en el caso de una candiduria. Los siste-
mas automatizados que detectan el crecimiento
microbiano por espectrofotometria y los que consi-
guen el mismo fin a partir de la deteccion de ATP
por bioluminiscencia poseen buena sensibilidad y
especificidad para las infecciones bacterianas pero
no tanto para las fingicas, aparte de que son lentos
y obligan a conservar las muestras refrigeradas
durante el tiempo que dura el proceso, lo cual, en
principio, no aporta grandes ventajas.

7.7.2. Cultivo

En vulvovaginitis y uretritis, la positividad
de un cultivo para levaduras ha de valorarse de
acuerdo con las caracteristicas de los pacientes y su
situacion clinica, pues las levaduras forman parte de
la flora comensal en estas localizaciones y su aisla-
miento puede tener un significado clinico cuestio-
nable.

En la balanitis, es posible la obtencion de un
cultivo negativo cuando las lesiones son minimas,
lo cual sugiere un proceso toxico o alérgico, no
infeccioso.

En la candiduria, es preciso realizar el
recuento de las colonias crecidas, de acuerdo con el
volumen de orina sembrado, para calcular el nume-
ro de colonias por mililitro (expresado en UFC/ml).
El nimero de colonias y la identificacion de las
especies implicadas, permiten establecer el signifi-
cado clinico de la candiduria.

En los medios de cultivo bacterianos, las
colonias de levaduras son pequeiias, blanquecinas,
pudiéndose confundir con las colonias bacterianas,
por lo que es necesaria la observacion microscopica
para su diferenciacion (Figuras 7.5 y 7.6).

En agar Sabouraud, las colonias de levaduras
tienen apariencia cremosa, pueden ser lisas o rugo-
sas, de color blanco y raramente pigmentadas
(Figura 7.7). Una vez comprobado el crecimiento de
levaduras, debe procederse a la identificacion de la
especie causal (Capitulo 11).

En la infeccion fungica del tracto urinario, el
valor del recuento de colonias en la orina no esta
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Figura 7.5. Agar sangre. Colonias de levaduras en cultivo mixto
con estreptococos y pseudomonas.

Figura 7.7. Agar de Sabouraud. Cultivos de orina con levaduras.
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Tabla 7.3. Interpretacion de la presencia de levaduras en un cultivo de orina.

Recuento de colonias Caracteristicas del cultivo

Método de recoleccion

Interpretacion clinica

(UFC/ml)
0 Cualquiera Ausencia de infeccion
<1.000 Cultivo puro Miccion directa Ausencia de infeccion
Cateterismo Ausencia de infeccion
Puncién suprapubica Infeccion
1.000 - 10.000 Cultivo puro Cualquiera Posible infeccion
Cultivo mixto Miccion directa Contaminacion
Cateterismo Repetir cultivo
> 10.000 Cultivo puro Cualquiera Infeccién
Cultivo mixto Repetir cultivo

bien establecido. Se acepta, en general, que un
recuento de mas de 10.000 UFC/ml es indicativo de
infeccion urinaria o consecuencia de una candidiasis
diseminada y que un recuento de colonias inferior a
esta cifra suele ser producto de contaminacion del
tracto urinario inferior, no siendo significativo de
infeccion. Sin embargo, algunos autores sugieren
que ha de valorarse cualquier recuento de levaduras
en orina como anormal y efectuar nuevos cultivos
antes de descartar una infeccion. En todo caso, es
importante valorar un cultivo positivo de acuerdo
con las caracteristicas de cada paciente. En general,
ante un cultivo positivo de orina podemos conside-
rar las siguientes situaciones (Tabla 7.3):

1. Candiduria inferior a 1.000 UFC/ml:
se corresponde, generalmente, con ausencia de
infeccion fungica del tracto urinario, excepto
si la orina se ha obtenido mediante puncién
suprapubica.

2. Candiduria entre 1.000 y 10.000 UFC/ml:
se considera de dudoso significado clinico y
puede ser el resultado una simple contaminacion
en el acto de la miccidn, sobre todo si el cultivo
contiene flora mixta. Pero no debe olvidarse,
sin embargo, que todas las infecciones atravie-
san este estado al iniciarse o al retroceder en
intensidad, por lo que algunos autores conside-
ran como indicativa de infeccidn activa una can-
diduria superior a 1.000 UFC/ml. En ciertos
pacientes (nifios, diabéticos, cateterizados)
un recuento bajo puede ser valorable, aunque
conviene confirmar el resultado del cultivo con
el estudio de otra muestra.

3. Candiduria entre 10.000 y 50.000 UFC/ml:

sugiere la existencia de infeccion del tracto uri-
nario. La presencia de leucocitos en el sedimen-
to urinario y la sintomatologia del paciente
pueden ayudar a valorar la candiduria. En caso
de cultivo mixto de levaduras o cultivo asociado
a bacterias, debe pensarse en una posible conta-
minacion.

4. Candiduria superior a 50.000 UFC/ml:
es indicativa de infeccion. Las infecciones mix-
tas son raras y, generalmente, resultado de una
mala recogida de la muestra, salvo en pacientes
con catéteres permanentes o anomalias anatomi-
cas.

7.8. Validacion e informes

Los estudios de sensibilidad a los antifingi-
cos no deben realizarse de forma rutinaria en las
levaduras aisladas de muestras genitourinarias.
Se reservan para las infecciones causadas por espe-
cies de Candida diferentes a C. albicans cuyo
patron de sensibilidad no esté bien establecido y
para aquellas especies que suelen presentar resisten-
cia a algunos antifungicos de uso habitual. En las
candidiasis recurrentes, en las infecciones urinarias
complicadas y en las infecciones diseminadas, es
muy importante efectuar una identificacion correcta
del agente causal y realizar estudios de sensibilidad
para confirmar el tratamiento mas adecuado.

El informe microbioldgico debe contemplar
la identificacion de la(s) especie(s) de levaduras que
se considere(n) responsable(s) de infeccion.

En las muestras vaginales y uretrales, si no
se dispone de informacidn clinica, la valoracion del
tratamiento dependerd Uinicamente de los hallazgos
microbioldgicos, por lo que es importante que el
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8.1. Fundamento

8.1.1. Micosis de la cavidad oral

Las micosis de la cavidad oral son frecuentes
y habitualmente de caracter leve o moderado. La
mayoria estan producidas por Candida albicans vy,
en menor medida, por otras especies de Candida
(Tabla 8.1). Se observan especialmente en pacientes
portadores de protesis o con inmunodeficiencias,
considerandose que cuatro de cada mil pacientes que
acuden a una consulta dental general presentan sin-
tomas de infeccion oral candidiasica [1,2].

La mayor parte de las candidiasis orales son
asintomaticas y mas frecuentes en lactantes, ancia-
nos y personas con factores predisponentes genera-
les o locales. La infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) es un importante
factor predisponente y, en personas con sida, estas
lesiones pueden ser indicadoras de la evolucion de
la enfermedad.

Candidiasis pseudomembranosa aguda (muguet)

Es frecuente en nifios y ancianos y puede
observarse también en personas que son tratadas con
corticoides en aerosol por procesos asmaticos u obs-
tructivos pulmonares cronicos. Se caracteriza por la
presencia de grumos o placas blancas o blanco-ama-
rillentas (masas de hifas, levaduras y restos celula-
res) que tienden a confluir y asientan sobre una
mucosa enrojecida (Figura 8.1).

Candidiasis eritematosa aguda

Es una complicacién comun del tratamiento
con antibacterianos de amplio espectro. Se presenta
como un area rojiza, sin grumos o placas, en el
dorso de la lengua y el paladar (imagen clasica “en
espejo”). Cuando la lengua esta afectada, el dorso
esta depapilado, brillante y liso. El paciente se queja
de dolorimiento o quemazdn, tolera mal los alimen-
tos solidos y el consumo de liquidos causa dolor.
Esta forma de candidiasis es la mas comun en los
pacientes infectados por el VIH.

Candidiasis hiperplasica

Se confunde con los términos leucoplasia
candidiasica y candidiasis nodular. Es la forma
menos frecuente y se presenta como una lesion asin-
tomatica en placas o pequefios nodulos blancos
adheridos firmemente a un area eritematosa, en las
zonas retrocomisurales y, con menor frecuencia, en
la lengua.

Queilitis angular (boqueras)

Se caracteriza por la aparicion de eritema,
grietas o fisuras en las comisuras labiales.
Intervienen diferentes factores que van desde ano-
malias relacionadas con el envejecimiento (apari-
cion de arrugas y pérdida de la dimension vertical
de la boca), humedad, defectos protéticos, etc. Lo
habitual es que esté asociada a otras formas de can-
didiasis oral. En muchas ocasiones se trata de una
infeccion mixta por estafilococos y Candida, con
multiples cofactores locales y sistémicos. En los
pacientes con infeccion por VIH, la queilitis angular

Tabla 8.1. Principales especies fungicas aisladas de muestras orales y otorrinolaringologicas.

a) Micosis orales
Comunes: Candida albicans

b) Otomicosis

Mucor spp., Scedosporium apiospermum

c) Rinosinusitis fingica

Menos comunes: Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei
Raras: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus fumigatus

Comunes: Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candida parapsilosis, Candida albicans, Aspergillus flavus

Poco habituales: Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida glabrata y otras especies de Candida,
Exophiala castellanii, Exophiala jeanselmei, Fusarium solaniy otras especies de Fusarium, Geotrichum candidum,

Comunes: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger
Poco habituales: Alternaria spp., Bipolaris spp., Fusarium spp., Mucor spp., Rhizopus spp.
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Figura 8.1. Candidiasis pseudomembranosa (Cortesia del Profesor
Dr. José Manuel Aguirre Urizar, Departamento de Estomatologia,
Universidad del Pais Vasco, Bilbao).

suele ser cronica (Figura 8.2).

Glositis rombica

Es una lesion créonica no dolorosa que apare-
ce como una depapilacion en la region media del
dorso lingual favorecida por una menor vasculariza-
cion de esta zona central de la lengua. Es un proceso
relativamente frecuente que afecta, aproximadamen-
te, al 1% de la poblacion; sobre todo, a varones
fumadores y diabéticos.

Estomatitis protética

Es la forma més comun de candidiasis oral
(~ 70% de los portadores de protesis), siendo mas
frecuente en las mujeres. Es habitualmente asinto-
matica y se caracteriza por la presencia de una infla-
macion y enrojecimiento del area de soporte de una
protesis removible (preferentemente, superior palati-
na). Su etiopatogenia es multifactorial e incluye fac-
tores protéticos, higiénicos, microbiologicos,
dietéticos y sistémicos (Figura 8.3).

Otras micosis

La histoplasmosis, blastomicosis, criptococo-
sis, aspergilosis, etc. afectan con menor frecuencia a
la cavidad bucal (habitualmente después de una pri-
moinfeccion pulmonar). Las manifestaciones orales
son mas frecuentes en la histoplasmosis
(Histoplasma capsulatum variedad capsulatum) y
paracoccidioidomicosis (Paracoccidioides brasilien-
sis) y, mucho menos, en coccidioidomicosis
(Coccidioides immitis) y blastomicosis (Blastomyces
dermatitidis) [3,4].

Las lesiones orales en la histoplasmosis apa-
recen durante la llamada histoplasmosis generaliza-
da cronica. Se puede observar macroglosia,

Figura 8.2. Queilitis angular (Cortesia del Profesor Dr. José
Manuel Aguirre Urizar).

Figura 8.3. Estomatitis protética —candidiasis eritematosa—
(Cortesia del Profesor Dr. José Manuel Aguirre Urizar).

macroqueilitis (principalmente en labio inferior),
zonas erosivas y hemorragicas gingivales, y lesiones
necrobidticas y vegetativas, principalmente en pala-
dar y lengua. También pueden observarse lesiones
blanquecinas semejantes a las de las candidiasis y
lesiones ulcerativas linguales. En la forma crénica
tipo adulto de la paracoccidioidomicosis se puede
observar una estomatitis moriforme, con periodonti-
tis dolorosa y granulomas apicales y con una muco-
sa gingival con pequefias vegetaciones y elementos
vascularizados que sangran facilmente. En la region
palatina pueden producirse lesiones ulceradas y
vegetativas que obligan a un diagnostico diferencial
con las lesiones neoplasicas. En algunos pacientes
también se produce macroglosia, macroquelias y
bloqueos linfaticos regionales. Estas formas progre-
sivas de histoplasmosis y paracoccidioidomicosis se
observan mas frecuentemente en personas infecta-
das por el VIH que residen en zonas endémicas
(América). En el caso de la histoplasmosis, también
pueden encontrarse casos esporadicos en Africa y
Asia. Se han descrito algunos casos clinicos en
Espafia y Europa en enfermos con estancia o resi-
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dencia previa en zonas endémicas de infeccion por
el VIH.

La criptococosis bucal se observa casi de
manera exclusiva en pacientes con sida o linfoma y
se caracteriza por la aparicion de lesiones nodulares,
vegetativas o ulceradas, de color rojo-violaceo, que
tienen tendencia a necrosarse en personas inmuno-
deprimidas. Estas lesiones pueden ser primarias o
habitualmente secundarias a infecciones meningo-
encefalicas o criptococemias.

Las lesiones bucales por otros hongos son
mucho menos frecuentes, con la excepcion de las
mucormicosis que pueden comenzar con lesiones
en paladar (eritematosas, vegetantes y ulcerativas)
que se van extendiendo por contigiiidad, con gran
destruccion tisular, a senos paranasales, orbita ocu-
lar, craneo y cerebro, con alta mortalidad (mucormi-
cosis rinocerebral) [3,4]. Estas micosis se observan
en pacientes con diabetes mellitus mal controlada y
en enfermos en tratamiento con desferroxamina.
El agente mas frecuentemente aislado es Rhizopus
arrhizus.

8.1.2. Micosis otorrinolaringolégicas

Sinusitis

Habitualmente es una infeccion de etiologia
bacteriana o virica y el papel que desempeifian los
hongos en su etiologia es poco importante, aunque
en los ultimos afios han aumentado las sinusitis fun-
gicas [4]. Las sinusitis fungicas invasoras se obser-
van principalmente en pacientes inmunodeprimidos
y se caracterizan por su rapida evolucion y las dra-
maticas situaciones que plantean ya que pueden
observarse casos de sinusitis fulminantes. Los sinto-
mas iniciales suelen ser inespecificos y las especies
que predominan son Aspergillus fumigatus y
Aspergillus flavus (Tabla 8.1).

Otomicosis

Representa el 15-20% de los casos de otitis
externa. En la gran mayoria de los casos, el hongo
es un invasor secundario a alteraciones o lesiones
cutaneas del conducto auditivo externo: eccema,
psoriasis, dermatitis seborreica, traumatismos,
infeccion bacteriana, tratamiento antibacteriano o
acumulacion importante de cerumen. Los hongos
implicados con mas frecuencia son Aspergillus
niger, A. fumigatus, A. flavus, Candida parapsilosis
y C. albicans [5-7]. Otras especies fungicas son
poco significativas (Tabla 8.1). Las otomicosis
no invasoras suelen ser asintomaticas o cursar con
inflamacién importante, otalgia moderada y secre-
cion serosa. Las formas cronicas se caracterizan por
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prurito, exudacion inodora, incolora o amarillenta y
descamacion. Cuando el agente etiologico de la oto-
micosis es Candida spp., se observa la presencia de
un epitelio himedo e inflamado, con pequefios agre-
gados blanquecinos que se adhieren al epitelio y la
presencia de un exudado seroso inodoro. Las otomi-
cosis invasoras cursan con inflamacién del meato
auditivo, otalgia severa y otorrea. Aspergillus es el
género mas frecuentemente implicado. En estas
infecciones puede aparecer celulitis progresiva, con-
dritis y osteomielitis en el conducto auditivo y base
del craneo. Estas alteraciones pueden implicar una
paresia o paralisis del VII par craneal (nervio
facial). La diabetes es la enfermedad subyacente del
paciente en el 90% de los casos aunque también se
han descrito estas otomicosis en enfermos con sida.

Tanto en las rinosinusitis como en las otitis
invasoras, el diagnoéstico radiologico (radiografia
simple, TAC o resonancia magnética) juega un
papel muy importante para evaluar el grado de inva-
sion y destruccion tisular. El diagndstico de certeza
se realiza con una combinacion de métodos histolo-
gicos y microbiologicos.

8.2. Recogida transporte y
conservacion de muestras

8.2.1. Recogida

Siempre que sea posible, se obtendran las
muestras antes de administrar fdrmacos anti-
fingicos.

Cavidad oral

Ird precedida de un enjuague con agua o
solucion salina. Las lesiones pseudomembranosas y
las secreciones se recogen con una torunda o hisopo
de algodon estéril.

Muestras rinosinusales

Se obtienen con torunda de diferente tamafio
segin la muestra deba tomarse de coanas, cavum
o mucosa nasofaringea, mediante aspiracioén o
durante una intervencion quirurgica. Son muestras
clinicas utiles tanto los exudados nasales, si los
hay, como el contenido y el tejido de los senos
afectados.
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Muestras oticas

Debe efectuarse bajo vision directa con bio-
microscopio y el material se extrae con una cuchari-
lla o cureta para su estudio micoldgico. También
pueden emplearse hisopos humedecidos en solucién
salina o medio de transporte, pero los resultados sue-
len ser menos satisfactorios. En este caso, el hisopo
utilizado debe ser adecuado y suficientemente estre-
cho para pasar facilmente por el conducto auditivo.

Biopsias o piezas quirurgicas

Son de gran interés y utilidad en otitis y rino-
sinusitis invasoras y deben ser obtenidas de forma
aséptica por métodos quirurgicos [8-12]. Se deben
obtener dos muestras o dividir en dos porciones la
unica muestra obtenida. Una de las muestras (para el
estudio micoldgico) debe colocarse en un tubo o
recipiente vacio o que contenga solucion salina esté-
ril para poder realizar las improntas y cultivos. La
otra muestra se recoge en un recipiente con formol
al 10% en solucidn salina tamponada (o PBS) para
su posterior procesado y estudio anatomopatologico.

8.2.2. Transporte

Todas las muestras clinicas deben ser envia-
das al laboratorio para ser procesadas lo antes posi-
ble (en menos de 2 h). Las torundas o hisopos de
algodon se introducen en un medio de transporte
para microorganismos aerobios (medio de Stuart
modificado, Amies o similar). La muestras recogi-
das mediante enjuague o lavado oral se transportan
en un envase estéril. Estas muestras no necesitan ser
refrigeradas para su transporte ya que la temperatura
ambiente no va a afectar a la supervivencia de los
hongos presentes en ellas.

Las muestras de biopsia deben transportarse,
siempre que sea posible, en medio liquido, de lo
contrario puede utilizarse un envase estéril o, en su
defecto, gasas estériles empapadas en solucion sali-
na. En caso de que no se puedan transportar las
muestras inmediatamente al laboratorio se deben
mantener refrigeradas (4 °C) y no permitir que se
alteren los tejidos por deshidratacion (nunca deben
transcurrir mas de 24 h).

8.2.3. Conservacion

Lo ideal es que todas las muestras clinicas
sean procesadas lo antes posible una vez recibidas
en el laboratorio [8-12]. De no ser posible, deben

conservarse a 3-6 °C hasta media hora antes de su
procesado para observacion directa al microscopio,
tincion con Gram, PAS o colorantes fluorescentes y,
también, para realizar el cultivo en un medio apro-
piado. El tiempo que se pueden mantener las mues-
tras orales y otorrinolaringologicas refrigeradas es
dificil de establecer, pero éste no deberia sobrepasar
las 48 h.

8.3. Examen directo

El examen microscépico directo de las mues-
tras clinicas es un procedimiento diagnostico de
valor inestimable porque permite realizar con fre-
cuencia un diagndstico presuntivo (en ocasiones,
definitivo) antes de que el crecimiento fingico se
observe en el cultivo. Ademas, la observacion de
células fungicas sirve para establecer un criterio
sobre la relacion entre el hongo y la afeccion que se
esta produciendo.

La observacidén microscépica la podemos
realizar en tres tipos de preparaciones [10,13,14]:

a) en fresco, habitualmente utilizando un liquido
de aclarado (KOH, NaOH), colorantes (tinta,
azul de metileno, fucsina...), blanco de calcofla-
or o similares (blankophor, Univitex);

b) en frotis o improntas, tefiidos con Gram,
Giemsa, PAS;

¢) en tinciones histologicas con hematoxilina-eosi-
na, PAS o plata metenamina de Gomori-Grocott
(aunque la histopatologia puede ofrecer un diag-
noéstico confirmatorio relativamente rapido, no
siempre esta indicada una toma bidpsica o esta
es posible).

La observacion microscdpica se puede hacer
en fresco si la muestra es relativamente liquida, pero
estas preparaciones en fresco son efimeras y no per-
miten exdmenes prolongados. El empleo de coloran-
tes nucleares como el azul de metileno o la fucsina
puede tener utilidad, pero se facilita mucho mas la
observacion microscopica si se afiade sobre el porta-
objetos una gota de un liquido de aclarado (solucion
salina o agua destilada con KOH o NaOH al 15-
30%, lactofenol con azul de algodoén o similares), se
aplica un ligero calentamiento (cuando el material
es mas opaco o hay presencia importante de células)
y se cubre con un cubreobjetos la preparacion
(Capitulo 14).

Si empleamos el blanco de calcofluor, las
levaduras, hifas y pseudohifas adquieren una fluo-
rescencia blanco azulada o amarillo verdosa, segin
el filtro utilizado (Figura 8.4), resaltando nitidamen-
te sobre el fondo mas oscuro.

Con las muestras obtenidas también se puede
realizar frotis o improntas. Estas preparaciones son
mas duraderas y permiten realizar lecturas posterio-
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Figura 8.4. Blastosporas y tubos germinales de Candida albicans
tefiidos con blanco de calcofltor, x1.000 (Cortesia de la

Dra. Rosario San Millan, Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia, Universidad del Pais Vasco, Bilbao).

Figura 8.5. Hifas y blastosporas de Candida albicans en frotis oral
(Tincion de PAS, x400) ( Cortesia del Profesor Dr. José Manuel
Aguirre Urizar).

res para confirmar o desechar anteriores conclusio-
nes. Una tincion rapida de los frotis, como la de
Gram, puede facilitar la vision de las levaduras y
pseudomicelios de Candida o las estructuras de los
hongos filamentosos que se tifien de color violeta o
azul oscuro intenso. También se puede utilizar una
tincion de Giemsa (de utilidad mas limitada) o de
PAS que permite apreciar mejor las estructuras fun-
gicas (Figura 8.5) (Capitulo 14).
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En caso de recibir en el laboratorio muestras
de biopsia, una de las muestras (la recogida en for-
mol-solucion salina tamponada) sera incluida poste-
riormente en parafina para efectuar cortes
histologicos y realizar tinciones de hematoxilina-
eosina, PAS o plata metenamina de Gomori-Grocott
(Capitulo 14) [10,15,16].

8.4. Siembra, incubacion e
interpretacion de los cultivos

8.4.1. Siembra

De la adecuada eleccion del recipiente para
el medio de cultivo dependerd muchas veces el éxito
del aislamiento. La utilizacion de placas con agar es
mas comoda, permite disponer de una mayor super-
ficie para la siembra y la manipulacion de las mues-
tras, se airea mejor y las colonias crecen mas
separadas, facilitando su posterior procesamiento.
Sin embargo, la posibilidad de contaminacién con
esporas ambientales es mayor y, desde el punto de
vista de la bioseguridad, son mas peligrosas.
El empleo de tubos dificulta la contaminacién
ambiental y del personal cuando crecen hongos fila-
mentosos, pero hace mas laborioso y lento el trabajo
complicando la separacion y diferenciacion de las
colonias. En cualquier caso, deben ser tubos o fras-
cos con tapon de rosca y de boca relativamente
ancha para facilitar la siembra ( 2 cm) [8,10,
12,17].

La torunda de algoddn y las muestras liqui-
das se siembran en césped o por agotamiento,
dependiendo de la cantidad y de la potencial celula-
ridad fungica presente en la muestra, en placas con
medios de cultivo que contengan antibioticos anti-
bacterianos, como las placas de agar glucosado de
Sabouraud con cloranfenicol o gentamicina o el
agar con infusion de cerebro-corazon que permite el
crecimiento selectivo de los hongos (Tabla 8.2)
(Capitulo 3).

Los medios con cicloheximida (o actidiona)
pueden ser muy ttiles en el cultivo de muestras ora-
les pero debe tenerse en cuenta que inhiben, ademas
de a los hongos contaminantes, a un nimero impor-
tante de cepas de hongos patégenos como
Cryptococcus, Aspergillus, Mucor, Scedosporium,
Candida tropicalis y Candida krusei [4,8,10,12].
Los medios con cicloheximida no se deben emplear
para cultivar las muestras otorrinolaringologicas
debido a que en la etiologia de estas micosis predo-
minan los hongos filamentosos, principalmente
Aspergillus y zigomicetos, que pueden ser inhibidos
por este antibidtico.
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Tabla 8.2. Medios de cultivo apropiados para el aisla-
miento de hongos a partir de muestras orales y oto-
rrinolaringolégicas.

a) Medios sin antibacterianos

¢ Agar glucosado de Sabouraud (SDA) 2% (modifica-
cion de Emmons) y 4% de glucosa.
 Agar infusion cerebro-corazén (BHIA).

b) Medios con antibacterianos y/o cicloheximida

* SDA o BHIA con uno o varios de los compuestos
siguientes: cloranfenicol (> 16 pug/ml), gentamicina
(5-100 pg/ml), penicilina (20 U/ml), estreptomicina
(40 pg/ml), ciprofloxacino (5 pg/ml) y cicloheximida
(500 pg/ml).

c) Medios selectivos y diferenciales

¢ CHROMagar Candida (CHROMagar Co.).
« Candida ID (bioMérieux).

« Albicans ID (bioMérieux).

* Fluoroplate Candida (Merck).

« Candiselect (BioRad).

» Chromalbicans agar (Biolife).

Debido a la posible infeccion polimicrobiana
de la cavidad oral se pueden emplear otros medios
de cultivo para las muestras orales, como son los
medios cromogénicos, que facilitan la observacion
de las colonias de diferentes especies y permiten
una identificacidon presuntiva y rapida (18 a 48 h)
segun el color de las colonias. Entre estos medios
destacan el medio CHROMagar Candida y el
Candida ID (Tabla 8.2).

Previamente a su cultivo, los tejidos y biop-
sias deben trocearse con un bisturi estéril, sembran-
do directamente los trozos obtenidos (de 1-2 mm)
sobre el medio de cultivo. Este troceado es especial-
mente importante cuando sospechamos que el agen-
te etiologico presente en la muestra (dtica o
rinosinusal) puede ser un zigomiceto u otro hongo
filamentoso. La homogenizacion con una trituradora
puede afectar a la viabilidad de estos microorganis-
mos por lo que no esta recomendada en ningun caso
[10,12,14].

8.4.2. Incubacion

Las placas o tubos se incuban, en paralelo, a
30 °C y a 37 °C; si esto no fuera posible, las mues-
tras orales se incubaran a 37 °C y las otorrinolarin-
gologicas a 27-30 °C.

En caso de utilizar tubos, estos deben tener el
tapon de rosca lo suficientemente abierto como para
permitir su aireacion y se depositan en la estufa en

posicion horizontal durante las primeras 24 h de
incubacion.

La incubacion total comprende un periodo de
una semana, pero se prolongara hasta cuatro sema-
nas en caso de sospecha de un hongo filamentoso.

En la mayoria de los casos, las colonias se
pueden observar a las 24-48 h de incubacion. En los
medios cromogénicos selectivos el color de las
colonias de levaduras es mas nitido a las 48-72 h.

8.4.3. Lectura e interpretacion

Examen microscoépico

El examen microscdpico de los frotis e
improntas permite apreciar las estructuras fingicas
presentes, especialmente las hifas y micelios. Los
zigomicetos se observan como tubos o cintas anchos
de estructura anémala, ramificados pero no tabica-
dos (sifonados). La presencia de hifas mas estrechas
y septadas no permite identificar con certeza el
género fungico implicado. La ramificacién dicoto-
mica en angulos de 45° o la presencia de estructuras
especiales, como en el caso de las bolas fungicas,
pueden orientar hacia hongos tipo Aspergillus. Los
hongos dematiaceos presentaran hifas pigmentadas
de colores mas oscuros. Candida y otras levaduras
muestran una combinaciéon de blastosporas, pseu-
dohifas y micelio. Los hongos filamentosos presen-
tan con frecuencia, en las muestras oticas y
sinusales, estructuras conidiales perfectamente for-
madas. En el caso de Aspergillus se pueden apreciar
cabezas conidiales y conidiosporas similares a las
que se observan en el medio de cultivo.

Lectura e interpretacion de los cultivos

Una vez detectado el crecimiento en los
medios de cultivo debe procederse a la identifica-
cion de la especie, o especies, implicada(s). La mor-
fologia de la colonia es el primer criterio que
permite distinguir entre levaduras y hongos filamen-
tosos (Figuras 8.6-8.9). La gran mayoria de las colo-
nias cremosas corresponden a levaduras o, en
contadas excepciones, a la fase levaduriforme de los
hongos dimoérficos (Sporothrix, Histoplasma,
Paracoccidioides, Blastomyces, entre otros) y para
la correcta identificacion de la especie se recomien-
da seguir las indicaciones propuestas en el
Capitulo 11.

Los hongos filamentosos suelen crecer for-
mando colonias pulverulentas, vellosas, lanosas,
aterciopeladas o con pliegues. La morfologia colo-
nial es mas util en la posterior identificacion de los
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Figura 8.6. Colonias de Candida albicans en agar glucosado Figura 8.7. Colonias de Aspergillus flavus en agar glucosado de
de Sabouraud. Sabouraud.
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Figura 8.8. Colonias verdes de Candida albicans en el medio cromégeno CHROMagar Candlda a Junto a colomas de otras espemes
de levaduras de interés médico; b: Junto a colonias de Aspergillus.

Figura 8.9. Medio cromégeno Candida ID (bioMérieux). a: Candida albicans (colonias azules); b: Candida tropicalis (colonias rosas).
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estructuras fungicas en el examen directo de la
muestra es de gran utilidad para el clinico ya que, en
estas infecciones, el diagndstico precoz es muy
importante para el tratamiento y prondstico de la
enfermedad.

En un segundo estadio (18-48 h) se puede
informar sobre la densidad del crecimiento obtenido
en el cultivo, la presencia de colonias de aspecto
homogéneo o de cultivo mixto (polimicrobiano) y
si la morfologia colonial es compatible con la de un
hongo levaduriforme o filamentoso. Los medios
cromogénicos permiten, en el caso de colonias leva-
duriformes, la identificacion presuntiva del aisla-
miento.

Posteriormente, una vez identificada la espe-
cie, se debe comunicar la identidad del hongo aisla-
do, la evaluacién sobre su posible implicacion en la
etiologia de la infeccion y su sensibilidad in vitro a
los antifungicos, siempre que el aislamiento cumpla
los criterios requeridos para efectuar este estudio
(Capitulos 15 y 16).

Nunca se debe informar si el aislamiento
corresponde a un hongo contaminante o saprobio sin
tener una informacion clara de la situacion clinica
del paciente. Cualquier hongo es patéogeno si las
condiciones del enfermo son propicias para su desa-
rrollo en los tejidos. Este hecho todavia refuerza
mas la necesidad de una estrecha colaboracion entre
los clinicos y los micélogos.

8.4.5. Dificultades

La cuantia de la muestra clinica condicionara
los procedimientos diagnosticos; si esta es escasa,
el cultivo, al ser mas sensible, debe ser prioritario.
En el caso de las biopsias, es casi seguro que una
parte se habra procesado para su estudio histologico,
por lo que la toma de una decision se ve facilitada.

El calentamiento de la muestra en contacto
con KOH, para su posterior observacion al micros-
copio, elimina las burbujas de aire atrapadas por el
cubreobjetos pero también facilita la evaporacion y
la formacion de cristales que pueden dificultar la
lectura.

Cuando se empleen tinciones, se debe tener
en cuenta que la tinciéon de hematoxilina-eosina no
siempre tifie bien los hongos y que las tinciones de
PAS y de plata-metenamina pueden enmascarar el
color natural del hongo, impidiendo ver los detalles
internos de las hifas; ademas, algunas estructuras
tisulares pueden teflirse de un color similar a las
estructuras fungicas (Capitulo 14).

La evaluacion de un cultivo de muestras ora-
les donde aparecen colonias fingicas no puede rea-
lizarse de forma independiente de la presencia de
lesiones compatibles con una candidiasis oral. Es
importante valorar el nimero de colonias crecidas
en las placas y su relacion con lo observado en el
frotis oral.

Los lavados orales proporcionan una orienta-
cion sobre la poblacion fungica presente en toda la
cavidad oral, por lo que su utilidad diagnostica es
mucho menor que la de las muestras tomadas direc-
tamente de la lesion mediante torunda, espatula o
cepillo citologico.

La presencia de infecciones polimicrobianas
es bastante mas dificil de detectar en medios como
el agar glucosado de Sabouraud. Es recomendable
utilizar un medio de agar cromogénico cuando exis-
ta la posibilidad de una infeccion polimicrobiana:
las diferencias de color entre colonias facilitan la
labor de aislamiento y posterior identificacion de los
aislamientos obtenidos.

En las muestras oticas y de senos paranasa-
les, los hongos que se aislan en el cultivo pueden ser
tanto causantes de las lesiones como meros coloni-
zadores saprobios. Por lo tanto, es imprescindible
combinar los estudios micoldgicos con los histologi-
cos para poder determinar la etiologia de los cua-
dros invasores.
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9.1. Fundamento

La mayoria de los hongos encontrados en las
muestras del tracto gastrointestinal son parte de la
flora saprofita de las personas sanas y por lo tanto es
dificil establecer su significado clinico.

Las levaduras son los hongos mas comun-
mente aislados en los especimenes del tracto gas-
trointestinal, tanto en sujetos normales como en
pacientes hospitalizados, pero mas frecuentemente
en estos ultimos. Su presencia es especialmente
importante en pacientes inmunodeprimidos, donde
producen, sobre todo, cuadros de esofagitis.

En algunas situaciones clinicas es util cono-
cer la colonizacion del tracto gastrointestinal por
levaduras, ya que puede predecir una candidiasis
invasora, sobre todo en pacientes hospitalizados con
factores de riesgo [1]. En estos casos se pueden uti-
lizar los cultivos cuantitativos de heces, asi como en
los estudios epidemioldgicos en los que se investiga
la flora intestinal normal y su posible alteracion en
determinadas circunstancias, como la utilizacion de
antibioticos [2].

9.2. Procesamiento de muestras esofa-
gicas

9.2.1. Cepillado esofagico

Recogida

Mediante escobillon guiado por endoscopia,
se recoge material preferentemente de las placas
blanco-amarillentas o pseudomembranosas si las
hubiese (Figura 9.1). Después, se frota el cepillo por
la superficie de uno o varios portas limpios.

Transporte

Los portas se envian inmediatamente al labo-
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ratorio protegidos en recipiente limpio, seco y her-
méticamente cerrado.

Conservacion

A temperatura ambiente. Deben examinarse
lo antes posible (aconsejable menos de 2 h).

Examen directo

&

Figura 9.1. Imagen endoscoépica de una esofagitis candidiasica
masiva (Cortesia del Dr. Vicente Pons, Servicio de Medicina
Digestiva, Hospital Universitario La Fe, Valencia).

Se realiza mediante la técnica de hidroxido
potasico (KOH) o bien con blanco de calcofluor
(Capitulo 14). El material de cepillado esofagico no
es adecuado para el cultivo de hongos.

Lectura e interpretacion

Hay que valorar la presencia de levaduras e
hifas.

Validacion e informe
El resultado del examen microscépico puede

emitirse inmediatamente, al ser una técnica rapida y
sencilla de realizar.

9.2.2. Biopsia esofagica




Raramente es necesaria una biopsia esofagi-
ca para el diagndstico de esofagitis candidiasica, ya
que el cepillado esofagico ha demostrado ser muy
sensible y especifico para el diagnostico de esta
entidad [3]. Ademas, un cultivo positivo no diferen-
cia entre colonizacion e infeccion. Sin embargo,
si se sospecha una especie de Candida resistente u
otro hongo patogeno (Aspergillus, Histoplasma),
el cultivo puede ser util [4].

Recogida

Es preferible tomar varias muestras de muco-
sa esofagica a través del gastroscopio para aumentar
el rendimiento.

Transporte

En un recipiente estéril, afiadiendo 4-5 ml de
suero salino estéril.

Conservacion

Refrigerado a 4 °C. Procesar lo antes posible
(menos de 2 h).

Examen directo

Mediante KOH o blanco de calcoflaor.

Siembra

La manipulacién de la muestra debe hacerse
en campana de seguridad. El tejido se corta,
mediante bisturi estéril, en pequefias piezas
(£ 1 mm) que se depositan en la superficie del
medio de cultivo, presionando suavemente para que
queden implantadas en el agar. Los medios a utilizar
deben incluir un agar Sabouraud con antibidticos y
cicloheximida y otro sin cicloheximida, ya que esta
ultima puede inhibir el crecimiento de Cryptococus
y algunas especies de Candida. Ademas, puede uti-
lizarse un medio cromogénico para levaduras como
Albicans ID o CHROMagar (Capitulo 11).

Incubacion

A 30 °C en atmosfera aerobica y durante
4 semanas.

Lectura e interpretacion

m Procesamiento de las muestras gastrointestinales

La lectura de las placas se realiza diariamen-
te durante la primera semana y tres veces por sema-
na hasta el final de la incubacion. Se investigara la
presencia de colonias sugestivas de levaduras y pos-
teriormente se realizard su identificacion
(Capitulo 11) y estudio de sensibilidad
(Capitulos 15 y 16), si fuera necesario.

Validacioén e informe

Ante cualquier informacién valiosa deben
emitirse informes preliminares (los informes telefo-
nicos se acompafiaran siempre de uno por escrito) y
el informe definitivo de un cultivo positivo, al fina-
lizar el trabajo de identificacion. Los cultivos nega-
tivos se informan a las 4 semanas de incubacion.

9.3. Procesamiento de muestras gastri-
cas

9.3.1. Jugo gastrico o duodenal

El cultivo micolégico del jugo gastrico sdlo
estd indicado en estudios epidemioldgicos para eva-
luar el valor predictivo de la colonizacion intestinal
por Candida en la candidiasis sistémica.

Recogida
Mediante sonda nasogastrica, recoger unos

5 ml de aspirado géstrico en tubo estéril con cierre
hermético.

Transporte

Inmediato al laboratorio.

Conservacion

A su llegada al laboratorio neutralizar con un
volumen igual de carbonato calcico. Si no se puede
procesar inmediatamente, conservar en nevera a
4 °C (menos de 24 h).

Examen directo
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Se realiza con KOH o blanco de calcofluor.

Siembra

Directa en agar Sabouraud con y sin ciclohe-
ximida y/o en un medio cromogénico.

Incubacion

A 30 °C en atmosfera aerobica durante 2-3
semanas.

Lectura e interpretacion

Lectura diaria de las placas durante la prime-
ra semana y tres veces por semana hasta el final del
periodo de incubacion. Se investigara la presencia
de colonias sugestivas de levaduras. Posteriormente
se realizara su identificacion (Capitulo 11).

Validacién e informe

Emitir informes preliminares ante cualquier
informacion valiosa (los informes telefonicos se
acompafaran siempre de uno por escrito) y el infor-
me definitivo de un cultivo positivo, al finalizar el
trabajo de identificacion. Los cultivos negativos se
informan a las 4 semanas de incubacion.

9.3.2. Biopsia gastrica

La metodologia es la misma que la empleada
en la biopsia esofagica (Apartado 9.2.2).

9.4. Procesamiento de heces

El procesamiento de heces para hongos no es
aconsejable debido al escaso significado diagndstico
que tiene la presencia de levaduras en este tipo de
muestra, ya que mas del 40% de individuos sanos y
mas del 75% de pacientes inmunodeprimidos estan
colonizados por levaduras sin presentar trascenden-
cia clinica alguna [5].
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Sin embargo, el crecimiento de una gran can-
tidad de levaduras en las heces, posiblemente tiene
un valor predictivo de micosis invasora en circuns-
tancias clinicas concretas: trasplante de médula
osea, recién nacidos de muy bajo peso, pacientes
oncologicos y pacientes ingresados en UCL.

Recogida

Recoger una cantidad aproximada de 10-20 g
de heces recién emitidas, en frasco limpio sin con-
servante y herméticamente cerrado. No utilizar
torundas.

Transporte

Lo antes posible (menos de 2 h).

Conservacion

Siempre a 4 °C. Procesar lo antes posible ya
que es una muestra altamente contaminada con bac-
terias.

Examen directo

No recomendado.

Siembra

Puede realizarse cuantitativa o semicuantita-
tivamente:

+ Semicuantitativa: Siembra directa en agar
Sabouraud con cloranfenicol y en medio cromo-
génico para levaduras.

« Cuantitativa: Se homogeniza una porcion de
heces en suero salino para que la mezcla final
contenga 0,1 g de heces por ml. Se mezcla en
Voértex durante 2 min y se hacen diluciones
seriadas en proporcion 1:10 en suero salino. Se
inocula 100 pl de cada dilucion en Sabouraud
agar con cloranfenicol (SDAC).

Incubacion

A 30 °C durante 48 h.




Procesamiento de las muestras gastrointestinales

Lectura e interpretacion

« Técnica semicuantitativa: Valorar la intensidad
del crecimiento (ligero, medio o abundante).

e Técnica cuantitativa: Contar el numero de
colonias y multiplicar por el factor de dilucion.
Se considera normal una cifra igual o menor a
10" UFC/ml [1].

9.5. Dificultades

Validacion e informe

Informar los resultados de la lectura realiza-
da a las 48 h. A efectos epidemioldgicos, también
debe informarse la identificacion de la especie
aislada.

El procesamiento para el estudio micologico
de las muestras del tracto gastrointestinal no reviste
en si mismo grandes dificultades. Sin embargo, la
complicacion puede surgir en el momento de valo-
rar el significado clinico de la presencia de levadu-
ras en estas muestras. El cultivo de jugo gastrico y

Unos consejos...

» Siempre que sea posible, evitar el procesamiento
rutinario de estas muestras para cultivo micolégico.

* El examen directo con KOH del cepillado esofagico
es sencillo de realizar y facil de interpretar, no nece-

sitando microscopio de fluorescencia.
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10.1. Procesamiento de muestras ocu-
lares

10.1.1. Fundamento

El espectro clinico de las infecciones ocula-
res fungicas es tan variado como el de las infeccio-
nes bacterianas. Los hongos pueden afectar tanto a
las estructuras oculares internas como a las externas
0 a sus anejos, produciendo cuadros de endoftalmi-
tis, queratitis, conjuntivitis o blefaritis [1]. En todas
ellas se pone de manifiesto la habilidad del clinico
para la evaluacion de las lesiones y su precision en
la recogida de la muestra adecuada para solicitar los
estudios microbioldgicos pertinentes [2].

Endoftalmitis

Una de las formas mas frecuentes de micosis
ocular es la endoftalmitis endégena producida por
C. albicans asociada a diseminacion hematogena.
Hasta un 30% de pacientes con candidemia desarro-
llan endoftalmitis candidiasica produciendo numero-
sos microabscesos en coroides y retina. También
esta estrechamente relacionada con el uso prolonga-
do de los catéteres venosos centrales asi como con el
uso de heroina marrén por drogadictos [3]. Los hon-
gos filamentosos, sobre todo Aspergillus, pueden, a
su vez, causar endoftalmitis enddgena en pacientes
inmunodeprimidos y los hongos dimérficos (H. cap-
sulatum, B. dermatitidis, S. schenckii, C. immitis) y
C. neoformans, en el curso de una infeccion disemi-
nada. La endoftalmitis exdgena, se origina por la
inoculacion directa del hongo (postraumatica, post-
queratitis, postquirurgica) o en el curso de una
mucormicosis.

Queratitis

Las queratitis fungicas constituyen del 6 al
35% de todas las ulceras corneales. La mayoria son
postraumaticas, se observan en trabajadores del
campo o relacionadas con el uso de lentillas.
Habitualmente, las lesiones son de evolucion torpida
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[4], debido al crecimiento lento de los hongos,
lo que suele retrasar su diagnostico y el tratamiento
especifico. Fusarium, Acremonium, Phialophora,
Aspergillus, Arthrographis, Curvularia y
Paecilomyces son los géneros relacionados con la
queratitis postraumatica y Candida con el uso de
lentes de contacto.

Conjuntivitis

La flora saprofita conjuntival estd formada
mayoritariamente por bacterias gram positivas aero-
bias; pero, en un 6-25% de la poblacion sana tam-
bién se aislan levaduras (C. parapsilosis) de forma
habitual, al parecer en relacion con el uso de cosmé-
ticos contaminados, por lo que muchos autores reco-
miendan realizar la toma de muestras de ambos 0jos,
para comparar el crecimiento obtenido en el ojo
sano con el afectado.

Blefaritis e infecciones del sistema lacrimal

Los parpados pueden ser asiento de infeccio-
nes fungicas diversas. Los agentes causales mas fre-
cuentemente observados son S. schencki y
B. dermatitidis (lesiones ulceradas), M. furfur (der-
matitis seborreica) y C. albicans (blefaritis ulcerati-
va). Los dermatofitos pueden aislarse en parpados y
pestafias, pero como extension de una dermatomico-
sis de la cara. Asi mismo, la infeccion y obstruccion
del canal lacrimal puede estar relacionada con leva-
duras, sobre todo en neonatos, donde Candida spp. y
Rhodotorula spp. se aislan en un 30% de las dacrio-
cistitis congénitas.

Estructuras adyacentes

En los parpados y tejidos periorbitarios pue-
den observarse estructuras fingicas a causa de una
proptosis ocular, en el curso de una mucormicosis
rino-orbito-cerebral o por extension de una infeccion
sinusal contigua. Las distintas especies de
Aspergillus y mucorales tienen una marcada predi-
leccidn por los senos paranasales y tejidos periorbi-
tarios; la infeccion cronica por Conidiobolus
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coronatus puede afectar tanto al ojo como a la 6rbi-
ta.

10.1.2. Recogida de muestras oculares

Exudado conjuntival

1. Emplear una torunda estéril, de algodon o de
alginato calcico, humedecida con medio de cul-
tivo o suero salino estéril.

2. Frotar la zona lesionada suavemente e introducir
la torunda en el medio de transporte.

3. Repetir la toma en el ojo contralateral con una
torunda diferente. Si se dispone de medios de
cultivo, es preferible inocularlos en el momento
de la obtencion de la muestra.

Raspado corneal

Obtener un exudado conjuntival de cada ojo.
Aplicar unas gotas de colirio anestésico.

Raspar la superficie de la lesion con un asa de
Kimura (asa de platino de punta roma, flexible,
ultrafina de enfriamiento rapido, que se puede
esterilizar a la 1lama) o con un bisturi (esta ope-
racion debe realizarla el oftalmologo, controlan-
do la toma con microscopio o con lampara de
hendidura).

had NS

Unos consejos...

« Si la lesion es muy purulenta se puede recoger la
muestra con una torunda.

¢ Si la lesion es muy profunda puede hacerse una
incision con microbisturi.

* Si la lesiéon esta mal definida se puede pasar un
hilo quirdrgico por el area infectada y luego usarlo
para inocular los medios.

4. Sembrar los medios de cultivo en el acto de la
recogida, con el mismo instrumento con que se
obtiene la muestra y realizando una serie de cor-
tes en forma de C o de X en el medio de cultivo.

5. Preparar dos o mas extensiones en porta para
teflir y fijar con alcohol.

Fluidos y aspirados oculares

En los casos de endoftalmitis y celulitis orbi-
taria, las muestras deben ser recogidas por el oftal-

mologo en el quirdfano, mediante puncion aspira-
cion o vitrectomia y controladas por microscopia.

1. Recoger el material mediante puncioén y aspira-
cion del fluido (si la muestra es muy densa, se
recoge con el bisturi y se coloca en un contene-
dor estéril).

2. Se recomienda la inoculacién directa en los
medios de cultivo y la preparaciéon de dos o mas
extensiones para tincion.

Conductos lacrimales

1. Mediante una torunda, previamente humedecida
con suero salino estéril, recoger material puru-
lento presionando los parpados y el saco lacri-
mal.

2. Introducirla en un contenedor, con medio de
transporte tipo Amies.

Lentes de contacto
Siempre que sea posible, enviar la lente al
laboratorio; si no es posible prescindir de la lente,

frotar con una torunda la superficie de contacto cor-
neal.

Cuerpos extranos
Después de la extraccion del cuerpo extrafio

causante de una lesion ocular, debe enviarse al labo-
ratorio para su cultivo.

Hipopion
Suele estar constituido por material de detri-

tus celular estéril por lo que no es tutil para su culti-
vo.

10.1.3. Transporte de muestras oculares

« Enviar de inmediato al laboratorio, avisando del
envio de la muestra.

« Las muestras recogidas con torunda, se introdu-
cen en un contenedor con medio de transporte
(no se precisan medios especiales).

« Las muestras recogidas con bisturi se pueden
humedecer con unas gotas de agua destilada
estéril o con caldo de cultivo para evitar la dese-
cacion. Enviarlas en contenedor estéril, preferi-
blemente con tapdn de rosca.

« Las muestras recogidas por puncion-aspiracion,
se pueden enviar en la misma jeringuilla, blo-
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queando la aguja con una goma estéril, dentro de
un contenedor de seguridad.

» Todas las muestras, para su traslado dentro del
hospital, deben ir debidamente identificadas en
su envase y acompafiadas del formulario de peti-
cion correspondiente.

10.1.4. Conservacion de muestras oculares

Debido a sus peculiares caracteristicas, este
tipo de muestras debe procesarse de inmediato
(mantener a temperatura ambiente como maximo
15 min); de lo contrario, deben conservarse refrige-
radas a 4 °C hasta su procesamiento (maximo 24 h)
intentando mantener las condiciones de humedad en
su contenedor original.

10.1.5. Examen directo de muestras oculares

Paralelamente a su siembra, y siempre que la
cantidad de la muestra sea suficiente, deben prepa-
rarse extensiones para su examen microscopico
directo. La observacion de elementos fungicos y sus
caracteristicas proporciona un diagndstico inicial de
infeccion que debe confirmarse con el cultivo.

Las técnicas de examen directo mas aconse-
jadas son las siguientes:

« Examen en fresco (KOH, blanco de calcofluor).

 Tincidén con naranja de acridina (atil cuando hay
pocos elementos en la lesion), plata-metenamina
(diferencia nitidamente las estructuras fungicas)
o Giemsa (permite evaluar la respuesta inflama-
toria y ver elementos fungicos).

Todas ellas se encuentran detalladas en el
Capitulo 14. La eleccion de las mismas dependera
de la experiencia particular, de la cantidad de la
muestra y de la sospecha clinica.

10.1.6. Cultivo de muestras oculares

Los medios en placa se utilizan habitualmen-
te para el cultivo de muestras de facil obtencidn,
pero cuando la muestra es escasa o valiosa, es prefe-
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rible emplear medios en tubo con tapon de rosca
para evitar la desecacion y las contaminaciones
ambientales.

La seleccion de medios, esta en funcion de la
cantidad de muestra disponible que se vaya a proce-
sar, como minimo se debe emplear un medio de
agar glucosado de Sabouraud (SDA), otro medio
base enriquecido con sangre y un medio liquido
(Capitulo 3).

e Exudado conjuntival, palpebral, dacriocisti-
tis, canaliculitis: SDA con antibidticos.

¢ Raspado, exudado corneal: SDA con antibioti-
cos (30 y 37 °C) + Caldo infusiéon de cerebro-
corazon (BHI) con antibidticos.

e Exudado intraocular: SDA con antibidticos
(30 y 37 °C) + Caldo infusién de cerebro-cora-
z6n (BHI) con antibidticos.

Cuando la muestra obtenida es muy escasa,
afiadir un medio liquido sin antibidticos a la mues-
tra, hasta completar 0,5 ml de volumen, mezclar
suavemente y utilizarlo para inocular los diferentes
medios de cultivo y realizar las extensiones para tin-
cion.

10.1.7. Incubacion de muestras oculares

« SDA:a30°Cy37°C (4 semanas).
« Caldo infusidén de cerebro-corazén (BHI):
a 37 °C (4 semanas).

Antes de descartar un cultivo, para detectar

hongos de crecimiento lento (dimoérficos), se reco-
mienda ampliar la incubacidn hasta ocho semanas.

10.1.8. Lectura e interpretacion

« La inspeccion de los cultivos, se realiza diaria-
mente la primera semana, luego se van espacian-
do las observaciones (en los casos con sospecha
de infeccion fungica grave, los cultivos se exa-
minan cada 12 h).

» Se recomienda la inspeccion con lupa de pocos
aumentos, o con microscopio estereoscopico,
debiendo registrarse el nimero y tipo de colo-
nias.

+ El crecimiento de colonias, tiene que aparecer
sobre las marcas realizadas durante la siembra
de los medios solidos. Cuando esta situado fuera
de estas marcas, puede considerarse contamina-
cion.

« Si el nimero de colonias es muy escaso, debe
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descartarse la posibilidad de contaminacion,
durante la siembra e incubacion.

» El crecimiento debe observarse en mas de un
medio de cultivo. Si s6lo hay crecimiento en un
medio, tiene valor si hubo deteccion del micro-
organismo en el examen directo de la muestra.

botellas de hemocultivos pediatricos.
* Como la sensibilidad de las tinciones es muy

« Todos los organismos recuperados de estas baja, cuando exista escasa muestra es preferible

tras deb identificados (Capitulos 11 realizar so6lo la siembra.
;mllg;ras eben ser identificados (Capitulos » Alguna vez es dificil decidir si el crecimiento

detectado es contaminacién o flora habitual.

Para ello es recomendable observar la relacion

con el area sembrada y puntos de aparicion del

. crecimiento, numero de colonias, aparicion

10.1.9. Dificultades secuencial, tipo de colonias, la deteccion y el

tipo de elementos fungicos en el examen directo.

Siempre que sea posible, en estos casos se debe
solicitar nueva muestra.

» Cuando los elementos fungicos observados en el

 Si la muestra es muy escasa se puede diluir hasta
0,5 ml; si es liquida se debe inocular en dos

Unos consejos...

« Excepto el exudado conjuntival, el resto de muestras oculares debe ser recogido por el oftalmélogo y, por su dificil
obtencidn, se recomienda la siembra en el momento de la recogida.

« Es deseable una estrecha colaboracion con los oftalmélogos, para que se esmeren en la recogida y den tratamiento
prioritario o urgente al envio de la muestra, acompanada de los datos clinicos precisos y la solicitud debidamente
cumplimentada.

« El personal del laboratorio debe avisar al microbiélogo responsable de la llegada de este tipo de muestras, para rea-
lizar el seguimiento de su procesado desde el inicio.

¢ Nunca emitir un informe con el mensaje: “Probable contaminante”. Si existe evidencia de contaminacién, no debe
informarse al clinico.

¢ Nunca emitir un informe con el mensaje: “Hongo oportunista”, “Hongo saprofito”, estas afirmaciones confunden al
clinico. Cualquier microorganismo puede invadir las estructuras oculares si se dan las condiciones adecuadas.

* Se recomienda el uso de campanas de flujo laminar para todos los pasos: siembra, inspeccion, subcultivos, pruebas
de identificacion, pruebas de sensibilidad, etc.

< Identificar el género y la especie de todos los aislamientos; si no es posible, enviar la cepa a un laboratorio de refe-
rencia. Mantener una coleccion de cepas de referencia e ir ampliandola para estar familiarizado con los nuevos
agentes patdgenos.

e Tener presente siempre la posibilidad de un brote cuando aparezcan dos casos de infeccion fungica relacionados
ocasionados por el mismo microorganismo.
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examen directo no crecen:

» Pensar en la posibilidad de Malassezia que
precisa medios enriquecidos con lipidos para
su crecimiento.

+ Prolongar a seis semanas el periodo de incuba-
cion.

+ Modificar la temperatura de incubacion de
alguno de los medios (Rhodotorula glutinis
crece mejor a 30 °C).

+ Valorar un posible tratamiento antifungico
previo.

10.2. Procesamiento de catéteres intra-
vasculares

10.2.1. Fundamento

En las sepsis, uno de los principales focos de
microorganismos (Staphylococcus, Coryne-
bacterium, Candida, etc.) son los catéteres intravas-
culares. Actualmente, se considera que una de cada
cuatro septicemias hospitalarias esta causada por un
dispositivo intravascular, calculandose que la inci-
dencia actual de infeccion relacionada con un caté-
ter intravascular (IRCI) es del 0,3% de los episodios
de cateterizacion [5].

Aproximadamente, el 15% de todos los epi-
sodios de IRCI estan causados por C. albicans, pero
también otros patéogenos flingicos han sido recono-
cidos como agentes causales de IRCI: C. parapsilo-
sis, Candida spp., Malassezia spp., Trichosporon
beigelii, Fusarium spp. y mucorales, entre otros [6].

Ante la sospecha de una IRCI, debe retirarse
el catéter siempre que sea posible. Ademas, deben
realizarse cultivos del exudado cutianeo pericatéter,
del segmento subcutaneo y del interior de las cone-
xiones, extrayendo también sangre por el mismo
catéter y de otra vena, para realizar hemocultivos
cuantitativos [7].

10.2.2. Recogida y transporte

Catéteres intravasculares

1. Desinfectar con alcohol la zona cutanea alrede-
dor de la insercion del catéter.

2. Retirar el catéter y, asépticamente, cortar 5 cm
del extremo distal, que se introduce en un conte-
nedor estéril con tapon de rosca.

3. Rotular y enviar al laboratorio.
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Exudados pericatéter

1. Realizar un frotis con torunda en una zona de 2
cm alrededor de la insercion del catéter.
Introducir la torunda en un medio de transporte.
Rotular y enviar al laboratorio.

wh

Frotis de la conexion

1. Empleando una torunda fina, realizar un frotis
de la via intraluminal del catéter.

2. Introducir la torunda en un medio de transporte.

3. Rotular y enviar al laboratorio.

Extensiones para tincion
Es aconsejable realizarlas a la cabecera del

enfermo, marcando con un circulo de 1 cm’ la zona
de la extension.

10.2.3. Conservacion

Se recomienda el procesado inmediato de
todas estas muestras, debiéndose conservar a tempe-
ratura ambiente un maximo de 15 min. De lo contra-
rio, deben almacenarse a 4 °C hasta su
procesamiento un maximo de 24 h. Si los catéteres
no van a ser procesados inmediatamente, se reco-
mienda refrigerarlos sumergidos en solucion salina
estéril.

10.2.4. Examen directo

La tincion de Gram del frotis pericatéter y de
las conexiones tiene un alto valor diagnostico (pre-
dictivo negativo >95%). La tincién con naranja de
acridina es mas sensible cuando el numero de orga-
nismos es muy bajo.

10.2.5. Siembra

Catéteres vasculares

Las técnicas mas aconsejadas por su simpli-
cidad de procesado, son:

1. Técnica semicuantitativa de Maki. Se realiza
rodando 5 cm del segmento distal del catéter,
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sobre placas de agar sangre y SDA cuatro veces,
con la ayuda de una pinza estéril.

2. Técnica cuantitativa de Brum-Buisson.
El extremo distal del catéter, se introduce en un
medio de cultivo liquido, se agita en un Vortex
durante 1 min y se siembran 50 pl en placas de
agar sangre y SDA.

Ante la sospecha de infeccidon por
Malassezia, utilizar el medio especifico de cultivo

de Dixon, SDA con acido palmitico al 3% o aceite
de oliva (Capitulo 3).

Exudado cutaneo y de la conexién

Sembrar en placas de agar sangre y SDA.

10.2.6. Incubacion

Agar sangre: a 35-37 °C, 72 h.

Medios liquidos: a 35-37 °C, 72 h.

SDA: a 30 °C, para detectar el crecimiento de

Rhodotorula spp., 15 dias.

4. SDA-palmitico 3%: a 35-37 °C, para permitir el
crecimiento de Malassezia spp., 15 dias.

5. Si se sospecha la infeccion por hongos filamen-

tosos, prolongar la incubacion 30 dias.

el NS

10.2.7. Lectura e interpretacion

Las placas deben leerse cada 24 h durante la
primera semana de incubacion; posteriormente, cada
48 h. Con la técnica de Maki, mas de 15 UFC de
levaduras por placa debe valorarse como catéter
infectado; recuentos inferiores tienen un valor mas
relativo para relacionar los catéteres intravasculares
con el origen de la fungemia [8].

La adicion de una placa de SDA tiene como
objetivo evitar que las colonias de levaduras pasen
desapercibidas cuando hay abundante crecimiento
de estafilococos.

Ante la aparicion de colonias de hongos fila-
mentosos, hay que descartar una posible contamina-
cion durante su procesado. Una vez descartada se
debe informar al clinico para valorar la situacion del
paciente.

10.2.8. Validacion e informe

El informe de hallazgos positivos en el exa-
men directo debe realizarse sin demora, igual que
debe emitirse un informe previo del crecimiento
fungico observado, sin esperar a completar la identi-
ficacion de los aislamientos.

Cuando no se retira el catéter, la tincion de
Gram del frotis de piel pericatéter, del segmento
subcutaneo inmediato o del frotis endoluminal de
las conexiones tiene un alto valor predictivo negati-
vo.

10.2.9. Dificultades

Unos consejos...

e La metodologia del procesado de catéteres debe
ser minuciosamente realizada por el personal del
laboratorio, por lo que se debe supervisar regular-
mente el procedimiento con el personal auxiliar.

e Cuando en las tinciones se observen levaduras
que no crezcan en agar sangre ni en SDA, debe
informarse al clinico y realizar nuevos cultivos
afadiendo medios especiales para la recupera-
cion de Malassezia spp.

Las técnicas cuantitativas son laboriosas, por
eso la mas empleada es la técnica de Maki.

Cuando el recuento de colonias fungicas, en
la placa de agar sangre, es menor de 15 UFC debe
informarse igualmente y realizar un subcultivo mas
tincion de Gram del medio liquido, asi como del
segmento distal del catéter, para verificar los aisla-
mientos.

Es frecuente la colonizacidon cutdnea por
Malassezia spp. en los prematuros de alto riesgo v,
secundariamente, la colonizacion del catéter intra-
vascular. El diagndstico de sepsis asociada a catéter
por Malassezia spp. no es sencillo y requiere la
deteccion del organismo (en las tinciones de sangre
total o en la tincidon del buffy coat de la sangre ex-
traida por el catéter infectado), o su aislamiento en
sangre periférica o en el cultivo del extremo distal
del catéter (Capitulo 6).

10.3. Catéteres de dialisis peritoneal
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continua ambulatoria

10.3.1. Fundamento

La didlisis peritoneal continua ambulatoria
(DPCA) permite una mejor calidad de vida al
paciente con insuficiencia renal croénica y, actual-
mente, es una alternativa a la hemodialisis en
muchas situaciones. EI nimero de pacientes someti-
dos a DPCA en Espafia supone un 11,4% de todos
los dializados. Estos pacientes son portadores per-
manentes de un catéter de Tenckhoff, de implanta-
cion subcutdnea abdominal, que se conecta a un
sistema de doble bolsa en “Y” para permitir la
entrada y salida del fluido de dialisis [9].

La peritonitis es la principal complicacion de
la DPCA; su incidencia estimada es de 0,5-0,6 epi-
sodios por paciente y afio, aunque mas de la mitad
de los casos se observa en un 25% de los pacientes.
Las peritonitis estan causadas por estafilococos coa-
gulasa negativos (40-60%), Staphylococcus aureus
(10-20%), enterobacterias (5-20%) y un 5% por
hongos, micobacterias y anaerobios [10,11].

La peritonitis fungica afecta a pacientes con
factores de riesgo de infeccion fingica diseminada:
antibidticos previos, inmunosupresion, hospitaliza-
cion, etc. Estd causada fundamentalmente por
C. albicans, seguida por C. parapsilosis, C. tropica-
lis y Candida spp. Las peritonitis fungicas son difi-
ciles de tratar y presentan mas complicaciones que
las bacterianas, siendo necesaria la retirada del caté-
ter en >50% de los casos.

10.3.2. Recogida de muestras

Liquido de dialisis peritoneal

En condiciones de maxima asepsia, recoger
por puncion de la bolsa de dialisis 100 ml e introdu-
cir 10 ml en sendos frascos de hemocultivos.
El resto de la muestra se introduce en un contenedor
estéril con tapon de rosca, para recuento celular,
cultivo y tincion de Gram.

Catéter de dialisis

Extraer el catéter, seleccionar y cortar el seg-
mento subcutaneo y el extremo distal e introducirlos
en sendos contenedores estériles.
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10.3.3. Transporte y conservacion

No precisa medio de transporte.
Se recomienda el procesado de inmediato, de

lo contrario, conservar la muestra refrigerada a 4 °C
(24 h méaximo).

10.3.4. Examen directo

Liquido de dialisis

Tincion de Gram o con naranja de acridina.

Catéter
Hacer improntas sobre un porta-objectos

estéril y realizar tinciéon de Gram o con naranja de
acridina.

10.3.5. Siembra

Liquido de dialisis

Si no se ha inoculado en frascos de hemocul-
tivo a la cabecera del enfermo, la muestra (minimo
15 ml) debe concentrase antes de su siembra
mediante centrifugacion (2.500 rpm, 15 min)
o mediante el empleo de la técnica de lisis-centrifu-
gacion (Capitulo 6). Posteriormente, sembrar el
sedimento en agar sangre, agar chocolate, SDA y
caldo de tioglicolato (Capitulo 3).

Catéter peritoneal

Rodar el segmento subcutaneo del catéter
tres veces sobre placas de agar sangre, agar chocola-
te y SDA, introducirlo en caldo de tioglicolato y
agitar con Vortex. Repetir con el segmento distal.

10.3.6. Incubacion

Si se dispone de dos placas de SDA, incubar
una a 25-30 °C y otra a 35-37 °C, durante 15 dias.

Los frascos de hemocultivo se incuban
durante ocho dias.




Procesamiento de muestras oculares, catéteres y material protético

10.3.7. Lectura e interpretacion
de los resultados

Leer los cultivos diariamente durante la pri-
mera semana de incubacién teniendo en cuenta que
Candida spp., Aspergillus spp., Rhodotorula spp., y
Trichosporon spp. son los patdgenos fungicos mas

Unos consejos...

¢ Ademas del cultivo, es recomendable realizar un
recuento celular; si se observan mas de 100 célu-
las/mm?®, con un 50% de PMN, se interpreta como
infeccion.

¢ La siembra en frascos de hemocultivo optimiza la
recuperacion de organismos.

¢ Nunca limitar el cultivo sélo a los liquidos de
aspecto turbio.

« Los organismos aislados de los diferentes seg-
mentos del catéter documentan si el origen de la
infeccion es intraluminal, pericatéter, peritoneal o
de otros focos.

frecuentemente relacionados con las infecciones por
catéter en la DPCA.

10.3.8. Validacion e informe

Los gérmenes habitualmente recuperados en
el cultivo forman parte de la microflora cutanea, por
lo tanto debe siempre valorarse su posible papel
patdgeno.

Los aislamientos deben identificarse comple-
tamente y realizar el correspondiente antibiograma.

10.3.9. Dificultades

Cuando se procesan liquidos de DPCA es
importante establecer el volumen apropiado que se

debe procesar. Los estudios comparativos realizados
indican que se obtienen mejores resultados proce-
sando 20 ml de liquido peritoneal, repartido en una
pareja de frascos de hemocultivo (aerobio y anaero-
bio), siguiendo el proceso habitual del laboratorio.
Pese a todo, los cultivos son negativos en un 10%
de las peritonitis infecciosas.

10.4. Material protético

10.4.1. Fundamento

En el contexto global, las infecciones por
hongos del material protético son muy infrecuentes.
Entre todas, las protesis de valvulas cardiacas y las
mallas de refuerzo de la pared abdominal son las
mas relacionadas con la infeccion fungica. Hay que
tener presente que la colonizacion de las protesis
por hongos estd muy condicionada a su composi-
cidn, ya que éstos se adhieren mejor a los materiales
plasticos y organicos que a los metalicos.

Prétesis valvular

La endocarditis infecciosa (EI) es una de las
complicaciones mas graves de los pacientes porta-
dores de valvula protética cardiaca. De todas ellas,
un 0,1% tiene una etiologia fungica; la mayoria son
secundarias a una fungemia, pero también las valvu-
las protéticas pueden infectarse durante el acto qui-
rurgico por conidios ambientales [12].

Proétesis articular

Globalmente, la infeccion de proétesis de
cadera (1%) y de rodilla (2,5%) es baja. El diagnos-
tico clinico de infeccion es a veces la unica eviden-
cia de artritis ya que la radiologia s6lo presenta
alteraciones después de varios meses de evolucion y
la gammagrafia dsea no es definitiva. La infeccion
fungica puede desarrollarse a partir de la flora endd-
gena (piel, tlceras de presion, etc.) o por contamina-
cién exdgena intraoperatoria, mediante conidios
fingicos aerotransportados [13].
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10.4.2. Recogida

Si el material lo permite (mallas, protesis
vasculares, material de donantes, etc.) es aconseja-
ble que el troceado lo realice el mismo facultativo,
en condiciones asépticas y en el momento de su
extraccion, para facilitar la siembra en los diferentes
medios [14].

10.4.3. Transporte y conservacion
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En contenedor estéril y a temperatura
ambiente.

10.4.4. Examen directo

Cuando la pieza es grande, es posible realizar
un frotis de la misma mediante torunda estéril,
humedecida con agua, y hacer una extension en un
porta para tincion de Gram.

10.4.5. Siembra
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Si la pieza es muy pequefia se introduce en
un caldo de tioglicolato.

Si es de tamafio pequeiio se pueden realizar
improntas sobre las placas de agar sangre y agar
chocolate y luego introducirlas en un contenedor
estéril con tapdon de rosca y afiadir caldo de tioglico-
lato hasta que esté cubierta.

Si el tamafio de la pieza es muy grande se
realizan frotis con torundas en las zonas selecciona-
das y se siembran en placas de agar sangre, agar
chocolate y caldo de tioglicolato.

Las protesis metalicas o no troceables, se
ruedan o se hacen improntas en las placas y luego se
introducen en un contenedor estéril con medio de
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Identificacion de levaduras

Maria José Linares Sicilia
Francisco Solis Cuesta

11.1. Fundamento

La identificacion de la especie de toda leva-
dura aislada en sangre o en cualquier otro liquido
corporal estéril esta plenamente justificada. Sin
embargo, debido a que los organismos levadurifor-
mes forman parte de la flora normal de piel y muco-
sas, el aislamiento de levaduras a partir de hisopos
nasofaringeos, esputo, lavados bronquiales, orina,
raspados de ufias, muestras vaginales o heces puede
cuestionar su significado clinico. No obstante, el
aislamiento reiterado de levaduras en diferentes
muestras clinicas del mismo paciente es sugestivo
de infeccion por el microorganismo aislado y
requiere la identificacion de la especie causal.

La identificacion de las levaduras se puede
llevar a cabo atendiendo a cuatro criterios diferen-
tes: morfoldgicos, bioquimicos, inmunolégicos o
genéticos.

11.2. Identificacidn mediante criterios
morfologicos

Los criterios morfologicos pueden ser, a su
VeZz, Mmacro 0 microscopicos.

11.2.1. Criterios macroscopicos

Estos criterios tienen en cuenta el aspecto de
las colonias de levaduras al crecer en los diferentes
medios de cultivo.

La mayoria de los organismos levadurifor-
mes crecen facilmente en un gran nimero de medios
de cultivo usados rutinariamente en el laboratorio de
Microbiologia (agar sangre, agar chocolate, agar
Cled, etc.). Sin embargo, el agar glucosado de
Sabouraud (SDA), con o sin antibidticos afiadidos,
es el medio de aislamiento por excelencia para la
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identificacion de levaduras (Capitulo 3).

En el medio SDA las colonias de levaduras
suelen ser completas, ligeramente abombadas o pla-
nas, de consistencia mantecosa, lisas (Figura 11.1) o
rugosas (Figura 11.2), con olor dulzén agradable,
volviéndose mds pastosas a medida que envejecen.

Por lo general las colonias de levaduras no
desarrollan micelio aéreo, aunque en ocasiones pue-
den aparecer prolongaciones aracneiformes en la
periferia de las colonias. Si se observa un micelio
aéreo definido, debe considerarse la posibilidad de
que se trate de un hongo dimérfico o de ciertas
especies de levaduras que pueden formar micelio
verdadero como Geotrichum (Figura 11.3),
Trichosporon (Figura 11.4) o Blastoschizomyces.

Una colonia de aspecto y consistencia
mucoide sugiere la formacion de capsulas y puede
ser el paso inicial para la identificacion de
Cryptococcus neoformans (Figura 11.5).

Las colonias de color rojo-anaranjado o
naranja, de aspecto cremoso o rugoso, son caracte-
risticas de las especies del género Rhodotorula (del
gr. rhodo, rojo) (Figura 11.6), color que manifiesta
esta levadura por su riqueza en carotenoides.

Pero no todas las colonias blancas y cremo-
sas son levaduras; las especies de algas aclorofilicas
del género Prototheca, tras incubacion a 28 °C
durante 3-4 dias, desarrollan unas colonias blancas
cremosas muy parecidas a las producidas por el
género Candida (Figura 11.7).

11.2.2. Criterios microscopicos

Ciertas caracteristicas microscopicas son
muy utiles para la identificacion de algunas especies
de levaduras. Las mas utilizadas en la practica son
las siguientes:

Prueba del tubo germinal o
filamentacién precoz

El tubo germinal es una extension filamento-
sa de la levadura, sin estrechamiento en su origen,
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Figura 11.1. Aspecto macroscopico de las colonias de Candida Figura 11.4. Aspecto macroscopico de las colonias de
albicans en SDA. Trichosporon beigelii en SDA.

Figura 11.2. Aspecto macroscopico de las colonias de Candida Figura 11.5. Aspecto macroscépico de las colonias de
parapsilosis en SDA. Cryptococcus neoformans en SDA.

Figura 11.3. Aspecto macroscopico de las colonias de Geotrichum Figura 11.6. Aspecto macroscopico de las colonias de Rhodotorula
candidum en SDA. rubra en SDA.
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Identificacion de levaduras

cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progeni-
tora y su longitud tres o cuatro veces mayor que la
c¢lula madre (Figura 11.8).

Soélo C. albicans es capaz de producir verda-
deros tubos germinales; sin embargo, otras especies
como C. tropicalis pueden producir pseudohifas
precoces de aspecto similar a los tubos germinales
pero con una zona de constriccion caracteristica

Falsos negativos

* Aproximadamente un 5% de cepas de C. albicans
son negativas para tubos germinales.

* Si se utiliza un inéculo demasiado abundante de
levaduras, también pueden obtenerse falsos resul-
tados negativos.

adyacente a la célula madre, por lo que esta prueba
es util para diferenciar C. albicans del resto de las
especies de Candida, aunque no esta exenta de fal-
s0s negativos.

Metodologia

1. Emulsionar una porcion de la colonia aislada en
0,5 ml de suero humano o de conejo.

2. Incubar a 35 °C durante 2 h.

3. Depositar una gota de la emulsion sobre un por-
taobjetos limpio y desengrasado, colocar un
cubre-objetos y visualizar a x100, x400 6 x1.000.

Interpretacion

La prueba es positiva si se visualizan tubos
germinales (Figura 11.8).

Variantes

Ademas de la técnica con suero, el test de
filamentacion puede realizarse utilizando otros
medios de cultivo:

a) Plasma de conejo: Berardinelli y Opheim [1]
describieron un medio de induccién de tubos
germinales constituido por tres partes de coagu-
lasa plasmatica de conejo con EDTA (BBL
Microbiology Systems) y dos partes de caldo
Try-Soy (Scott Laboratories, Inc). La inocula-
cion, incubacion e interpretacion son similares a
la técnica con suero.

b) Medio de cultivo sélido Oxgall-Tween-acido
cafeico (TOC): [Oxgall 10 g, agar 20 g, Tween
80 (solucidn al 10%) 10 ml, acido cafeico 0,3 g,
agua destilada 1.000 ml]. La utilizacion de este
medio permite la visualizaciéon del tubo germi-
nal y también de clamidosporas [2]. Para su rea-
lizacion se estria una pequeifia porcion de la
colonia sobre al agar TOC y a continuacion se
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Figura 11.7. Aspecto macroscopico de las colonias de Prototheca
wickerhamii en SDA.

Figura 11.8. Produccién de tubo germinal o filamentacién precoz
por Candida albicans.

coloca con suavidad un cubre-objetos estéril
(flameandolo suavemente) sobre la superficie
inoculada (para evitar la acumulacién de hume-
dad es preciso no presionar el cubre-objeto sobre
la superficie del agar). Se incuba a 35 °C, en
10% de CO2, durante 2 h, manteniendo la tapa
de la placa ligeramente abierta para que todo el
cultivo sea alcanzado por el CO:. La prueba es
positiva si se visualizan los tubos germinales en
la zona de inoculacién a bajo aumento (x100-
x400).

Formacion de hifas, blastoconidias,
clamidosporas y artrosporas

La formacion de hifas, blastoconidias, clami-
dosporas o artrosporas por parte de las levaduras
constituye una caracteristica morfologica de gran
importancia para la identificacién de algunas espe-
cies de levaduras.

Ante la presencia de estructuras con aspecto
de hifas, lo primero que hay que determinar es si se
trata de pseudohifas (resultantes del proceso de for-
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macién de blastoconidias y, por tanto, con puntos
regulares de estrechamiento) o, por el contrario, son
verdaderas hifas que se fragmentan en artroconidias.
Si el desarrollo en medios especiales (ver mas ade-
lante) revela la presencia de pseudohifas y blastoco-
nidias, la levadura a identificar pertenece a alguna
especie del género Candida. Si por el contrario,
revela verdaderas hifas y artroconidias, lo mas pro-
bable es que se trate de especies de Trichosporon,
Geotrichum o Blastoschizomyces.

Trichosporon y Blastoschizomyces producen
tanto artroconidias como blastoconidias; estas
ultimas nacen en brotes de los angulos de las artro-
conidias adquiriendo la forma caracteristica de
“oreja de conejo” (Figura 11.9). Las especies del
género Geotrichum también producen blastoconi-
dias a partir del angulo de la artroconidia, pero, en
este caso, forman una estructura denominada “palo
de hockey” (Figura 11.10). C. tropicalis produce
pequeiias cantidades de blastoconidias, muy esparci-
das o en pequeilos grupos a lo largo de las hifas. Sin
embargo, C. parapsilosis, C. kefyr y C. krusei se
ordenan a lo largo de una corriente de blastoconi-
dias, siendo esta la caracteristica que permite su
identificacion; ademads, algunas cepas pueden pro-
ducir hifas gigantes.

Las clamidosporas son formas de resisten-
cia, redondas u ovales, de 6-12 pm de diametro y
pared gruesa, con aspecto de esporas laterales o ter-
minales. Su produccion es caracteristica y diagnosti-
cade C. albicans [3] (Figura 11.11). También puede
hacerse una identificacion presuntiva de esta especie
si se observa la formacion de grupos compactos de
blastoconidias, a intervalos regulares, a lo largo de
la pseudohifa.

Metodologia

Agar harina de maiz

Agar harina de maiz

Procedimiento

1. La inoculacion se debe realizar, segun la técnica
de Dalmau [4], haciendo tres cortes paralelos en el
agar (separados 1 cm) manteniendo el asa en un
angulo aproximado de 45°.

2. Colocar un cubre-objeto sobre la superficie de
agar cubriendo una parte de las estrias de siem-
bra.

3. Incubar las placas sembradas a 30 °C durante 24-
48 h y luego examinar al microscopio a través del
cubre-objetos a x100, x400 6 x1.000 (Figura 11.11).

A este medio comercializado (Oxoid) debe
agregarse Tween 80 (polisorbato) a una concentra-
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Figura 11.9. Aspecto microscépico de Trichosporon beigelii
(x1.000) que muestra artrosporas y blastosporas.
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Figura 11.10. Aspecto microscépico de Geotrichum candidum
(x1.000).

Figura 11.11. Formacién de pseudomicelio y clamidosporas por
Candida albicans (x400).
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cion final de 0,02% para reducir la tension superfi-
cial y aumentar la formacion de hifas y blastoconi-
dias (Capitulo 3) [3].

TOC

Este medio confirma la determinacion de
tubo germinal y clamidosporas en agar. Si no se
observan tubos germinales una vez realizada la pri-
mera lectura a las 2 h de incubacion, a 35 °C y en
atmosfera de Oz, la placa puede incubarse durante
24-48 h mas para visualizar el desarrollo de clami-
dosporas [2].

Leche diluida

En 1976 Feo y Pacheco [5], estudiando por
separado el perfil de los componentes del medio
lactrimel (leche + harina de trigo + miel) en la for-
macion de clamidosporas, comprobaron que la

Leche diluida

Procedimiento

1. Emulsionar una colonia joven en 3-4 ml del medio.
2. Incubar a 28-30 °C durante 24-48 h.

3. Observar al microscopio a x100 6 x400 una gota
de la emulsion.

Interpretacion

* C. albicans desarrolla abundantes pseudomicelios
y clamidosporas (Figura 11.11).

leche entera (pasteurizada y homogeneizada) favo-
recia la produccion de las mismas, por lo que propu-
sieron un nuevo medio para su deteccion: el medio
de leche diluida (leche natural 170 ml, agua destila-
da 1.000 ml, cloranfenicol 0,25 g).

Segun nuestra experiencia, el medio de leche
diluida es excelente para la investigacion de clami-
dosporas, blastoconidias, hifas, pseudohifas y
artrosporas. Estas caracteristicas unidas a su facil
obtencion y bajo coste le convierten en un medio
muy recomendable en la rutina de un laboratorio de
Micologia para la deteccion de estas formaciones
microscopicas [3].

Tinciones

El estudio microscépico de los organismos
levaduriformes o microorganismos relacionados
(género Prototheca) se puede llevar a cabo median-
te tinciones, ya sea tincion simple (Figuras 11.12 y
11.13) o tinciéon de Gram (Figura 11.14); con esta
tincidn, las levaduras suelen comportarse como
Gram positivas (Capitulo 14).

Mediante estas tinciones también se puede
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observar la formacion de blastosporas, artrosporas,
hifas, pseudohifas o endosporas (autoesporas esféri-
cas de 4-11 um de didmetro incluidas en una teca,
que puede visualizarse también vacia); estas ltimas
son tipicas de las especies del género Profotheca
(Figura 11.15).

11.3. Identificacidn mediante criterios
bioquimicos

11.3.1. Criterios bioquimicos enzimaticos

Medios cromogénicos

Estos medios estan disefiados para el aisla-
miento e identificacion de algunas especies del
género Candida tras su incubaciéon a 30-37 °C
durante 24 a 48 h.

El fundamento de los mismos se basa en la
deteccion de determinadas actividades enzimaticas
por parte de las levaduras mediante la hidrolisis
especifica de un sustrato cromogénico en presencia
de un indicador de la enzima. Una de las principales
ventajas de estos medios es permitir diferenciar
facilmente los cultivos mixtos.

Estos medios pueden ser utilizados como
medios de aislamientos primarios o con fines de
identificacion, después del aislamiento de los orga-
nismos levaduriformes en los medios convenciona-
les. Aunque, seglin nuestra experiencia, solo deberia
utilizarse como medio de aislamiento primario en
aquellas muestras con alta sospecha de micosis por
levaduras.

CHROMagar Candida®

El medio CHROMagar Candida
(CHROMagar) fue descrito por Odds y Bernaerts en
1994 para identificar las especies clinicamente
importantes del género Candida [6]. CHROMagar
Candida permite diferenciar C. albicans, C. tropica-
lis, C. krusei, y C. glabrata en funcion de los colo-
res que desarrollan en este medio.

La siembra se realiza segtin las técnicas tra-
dicionales y las placas se incuban a 30-37 °C duran-
te 48 h para que las levaduras desarrollen
completamente el color. Al cabo de este tiempo, las
colonias de C. albicans son lisas y de color verde
esmeralda, a diferencia de C. dubliniensis que desa-
rrolla un color verde oscuro y que, ademas, es inca-
paz de crecer a 45 °C [7]. C. tropicalis produce
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Figura 11.12. Aspecto microscopico de Candida parapsilosis. Figura 11.15. Aspecto microscopico de Prototheca wickerhamii
Tincion simple con azul de metileno (x1.000). (x1.000). Se observan las endosporas y las tecas vacias.

Figura 11.13. Aspecto microscoépico de Cryptococcus neoformans. Figura 11.16. Crecimiento en CHROMAgar

Tincién simple con azul de metileno (x1.000). Candida de C. albicans (verde) C. tropicalis (azul),
C. krusei (rosa y rugosa), C. parapsilosis (rosacea-
lisa), Prototheca wickerhamii (crema).
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Figura 11.14. Aspecto microscopico de Candida albicans. Tincién Figura 11.17. Crecimiento en CHROMAgar Candida de C. albicans
de Gram (x1.000). (verde) C. tropicalis (azul), C. krusei (rosa y rugosa), C. parapsilosis

(rosacea-lisa) y Prototheca wickerhamii (crema, flecha).
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colonias azul oscuro con un halo plrpura-marrén en
el agar que la rodea. C. krusei forma colonias rugo-
sas con el centro rosado y el borde blanco. C. gla-
brata manifiesta un color violeta morado. Las
demas especies desarrollan colores y tonalidades
diversas que no permiten su identificaciéon por este
medio (Figuras 11.16 y 11.17).

Cromogen Albicans®

Cromogen Albicans (Biomedics) es un
medio diferencial y selectivo utilizado para el aisla-
miento e identificacion de C. albicans en muestras
vaginales, rectales, escamas, orina, pus, escobillona-
dos bucales, etc.

La siembra se realiza segun las técnicas
habituales y las placas se incuban a 30-37 °C, segin
el origen de las muestras, durante 24-48 h.

Las colonias de C. albicans adquieren un
color azul verdoso caracteristico, dependiendo del
periodo de incubacion y la temperatura, con formas
redondeadas, lisas y ligeramente elevadas. Las otras
especies de levaduras aparecen de color blanco cre-
moso y necesitan una identificacion bioquimica
posterior.

Candida ID®

El medio Candida ID (bioMérieux) es un
medio cromogénico que permite el aislamiento de
organismos levaduriformes, la identificacion pre-
suntiva de C. albicans y cierta orientacion para la
identificacion de otras especies no albicans.

La inoculacién e incubacién son similares a
las descritas para otros medios cromogénicos.
En Candida ID, las colonias de C. albicans son
redondeadas, ligeramente convexas, lisas, de bordes
netos y de color azul (cuya intensidad varia en fun-
cion del tiempo de incubacién). Las colonias de
C. tropicalis, C. lusitaniae, C. guilliermondii y
C. kefyr desarrollan un color rosa a las 48 h de incu-
bacion. Otras especies, como C. famata, C. humico-
la, v Cryptococcus neoformans, pueden originar
colonias rosas mas o menos intensas. El resto de las
especies desarrolla un color blanco-crema, requi-
riendo una identificacién bioquimica posterior
(Figura 11.18).

Albicans ID2®

El medio Albicans ID2 (bioMérieux) es muy
parecido al anterior. Se ha enriquecido la formula
para facilitar el aislamiento y la identificacion de las
colonias de C. albicans que desarrollan un color
azul mas intenso. Ademas, permite, la identificacion
presuntiva de C. tropicalis ya que presenta una
tonalidad verdosa en este medio. Las colonias de las
demas especies son de color blanco.
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La inoculacion e incubacidn son similares al
medio anterior.

CandiSelect®

El medio CandiSelect (Bio-Rad) es un medio
selectivo que permite la identificacion de C. albi-
cans mediante la hidrolisis del sustrato cromogénico
presente lo que origina el desarrollo de un color azul

Figura 11.18. Crecimiento de Candida albicans (colonias
azules) en el medio Candida ID (bioMérieux) el resto de las
especies se manifiesta de color rosa o blanco.

por las colonias de esta especie.

La inoculacion e incubacion son similares a
los otros medios cromogénicos. C. albicans se iden-
tifica por la presencia de colonias lisas azules y el
resto de las levaduras manifiesta un color blanco en
sus colonias. A las 48 h de incubacion, algunas
cepas de C. tropicalis y Trichosporon spp. pueden
también desarrollar colonias azules, pero morfologi-
camente son diferentes a C. albicans.

Fluoroplate Candida®

El Agar Fluoroplate Candida (Merck) permi-
te identificar macroscopicamente C. albicans por su
capacidad de hidrolizar el sustracto 4-metilumbeli-
feril-N-acetil-B-D-galactosaminida, por la enzima
N-acetil-galactosaminidasa (NAGasa), originando
una fluorescencia blanquecina al iluminar la placa
con luz ultravioleta. El resto de las especies no pre-
senta fluorescencia.

La siembra en este medio se realiza de forma
convencional y las placas se incuban a 30-37 °C
durante 18-24 h. La lectura se realiza, en la oscuri-
dad, colocando las placas sobre un transiluminador
de luz ultravioleta de 365 nm (Linus).
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Agar SDCA-MUAG®
El agar SDCA-MUAG (Biolife) es un medio
muy parecido al anterior en cuya composicion esta i
presente, como sustrato, el 4-metilumberiferil-2-
acetamida-2-desoxi-b-D-galactosaminida. Se inter-
preta de igual forma por la aparicion de
fluorescencia difusible de las colonias de C. albi-
cans, emitida al iluminarse con luz ultravioleta a Figura 11.19. Sistema
365 nm. MLHEAL BactiCard Candida (Remel).
. e au - B 1™
Sistemas enzimaticos comercializados para la Canidida
identificacion rapida de C. albicans AR
T
r-| L H :
En el mercado existen varios sistemas enzi- bl
maticos comercializados para la identificacion rapi-
da de C. albicans a partir de una colonia aislada en
cualquiera de los medios convencionales. En todos . L .
ellos se detecta una o dos enzimas (B-galactosamini- Sistemas enzimaticos que utilizan
dasa y L-prolina aminopeptidasa), sdlo presentes en sustratos fluorogénicos

C. albicans [8].
Para su utilizacidon, todos estos sistemas

Para la deteccion de estas enzimas, los siste- requieren el empleo de una ldmpara de luz ultravio-
mas comerciales pueden utilizar sustratos fluorogé- leta de 365 nm (Linus).

nicos 0 cromogénicos.
BactiCard Candida®

La tarjeta Bacticard Candida (Remel) integra

Bacticard

Procedimiento

1. Inocular sélo una cepa en cada tarjeta.
2. Rehidratar cada circulo de la tarjeta con 1 gota del fluido rehidratante BactiCard Candida (sin sobrepasar el area del test).
3. Inocular cada circulo de la tarjeta con un indculo visible del aislamiento a identificar utilizando la varilla aplicadora.
4. Incubar la tarjeta inoculada durante 5 min a temperatura ambiente.
5. Anadir 1 gota de BactiCard Color Developer al circulo del test PRO y observar el color desarrollado a los 30 segundos:
«Positivo: Color rojo.
*Negativo: No hay cambio de color.
. Afadir 1 gota del reactivo MUGAL BactiCard al circulo del test MUGAL.
7. Observar este ultimo circulo en oscuridad con una lampara de luz ultravioleta:
«Positivo: Azul fluorescente brillante.
*Negativo: No hay fluorescencia.

o

« Ademas de Bacticard Candida, existen otros sistemas comercializados [8] que detectan estas enzimas y cuyo proce-
samiento e interpretacion de resultados es muy similar (Tabla 11.1).

Tabla 11.1. Sistemas enzimaticos comercializados para la identificacion rapida de C. albicans utilizando sustratos
cromogénicos®.

Tiempo incubacion

Nombre comercial Sustrato (Temperatura)
Albicans-Sure (Clinical Standars Labs) 4MU° N-acetil galactosaminida P-dimetilcinnamaldehido 5 min (ambiente)
Albistrip (Lab M. Ltd) 4MU N-acetil galactosaminida Prolina-p-nitroanilida 5 min (37 °C)
BactiCard Candida (Remel) 4MU N-acetil galactosaminida P-dimetilcinnamaldehido 5 min (ambiente)
RaplD Albicans (Biolife) 4MU N-acetil galactosaminida P-dimetilcinnamaldehido 2h (37 °C)
MUAG test’® (Biolife) 4MU N-acetil galactosaminida 3 min (ambiente)

a: Detectan R-galactosaminidasa y L prolina aminopeptidasa. Se necesita lampara de luz ultravioleta.

c: Metil Umbeliferil.
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dos tests independientes para detectar la presencia
de las enzimas B-galactosidasa (MUGAL) y L-proli-
na aminopeptidasa (PRO). La enzima MUGAL
tiene la capacidad de hidrolizar el sustrato 4-meti-
lumbeliferil-N-acetil-B-D-galactosaminida y produ-
cir la liberacion de 4-metilumbeliferona que es una
sustancia fluorescente capaz de ser detectada al ilu-
minarse con luz ultravioleta de 365 nm. La enzima
PRO hidroliza al sustrato L-prolina-B-naftilamida y
reacciona con el Color Developer originando un
color rojo (Figura 11.19).

Sistemas enzimaticos que utilizan un
sustrato cromogénico

Estos sistemas utilizan sustratos cromogéni-
cos para detectar las enzimas MUGAL y PRO por
lo que no requieren el uso de la lampara de luz
ultravioleta. Entre ellos destacan:

Candida albicans Screen (Remel)

Utiliza como sustratos p-nitrofenil-N-B-acetil
B-D galactosaminida y p-dimetilcinnamaldehido.
Requiere una incubacion de 90 min a temperatura
ambiente.

Murex C. albicans CA50 (Murex Diagnostic)
Utiliza como sustratos p-nitrofenil-N-B-acetil

3-D galactosaminida y p-dimetilcinnamaldehido.
Requiere una incubacion de 30 min a 37 °C.

Ureasa

Procedimiento

1. Pasar la punta de un aplicador de algodoén,
impregnado con agar base ureasa de Christensen,
sobre la superficie de dos o tres colonias aisladas
del microorganismo a estudiar, de un cultivo de 48
a 72 h en cualquiera de los medios habituales.

2. Colocar el aplicador inoculado en un tubo con 3
gotas de cloruro de benzalconio al 1% (ajustar el
pH a 4,8).

3. Presionar con fuerza la punta del hisopo contra el
fondo del tubo para que se desprendan los micro-
organismos contenidos en las fibras de algodén.

4. Tapar el tubo e incubar a 45 °C.
5. Examinar el tubo a los 10, 15, 20 y 30 min.

Interpretacion

* El desarrollo de un color rojo-purpura, indica el
resultado positivo de la prueba (Figura 11.20).

Asociacion Espariola de Micologia

Figura 11.20. Prueba de la ureasa.

Identificacion de Cryptococcus neoformans
por métodos enzimaticos

Deteccion de ureasa

Una levadura con reaccion positiva a la prue-
ba de la ureasa es sugestiva de pertenecer al género
Cryptococcus. Concretamente, las cepas de C. neo-
formans que son grandes productores de ureasa,
comienzan a provocar cambio de color a las 2 h de

Nitrato-reductasa

Procedimiento

1. Pasar la punta de un aplicador por la superficie de
2-3 colonias aisladas de un cultivo de 48-72 h de
crecimiento en cualquiera de los medios habitua-
les. El hisopo inoculado se presiona con firmeza
contra el fondo de un tubo vacio para que se des-
prendan los microorganismos contenidos en la
fibra de algodon.

2. Incubar el tubo con el hisopo a 45 °C durante
10 min.

3. Sacar el hisopo y agregar al tubo 2 gotas de alfa-
naftlamida y 2 gotas de acido sulfanilico.

4. Reintroducir el hisopo en el tubo para que absorba
los reactivos.

Interpretacion

* El desarrollo inmediato de un color rojo indica una
reaccion positiva (Figura 11.21).
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Figura 11.21. Prueba de la nitrato-reductasa.

incubacién a 35 °C.

Esta prueba también puede utilizarse para
diferenciar Trichosporon de Geotrichum; la mayoria
de las especies de Trichosporon son ureasa (+)
mientras que las de Geotrichum son ureasa (-).

Prueba de la enzima Nitrato-reductasa

La capacidad de C. neoformans de reducir
nitratos a nitritos es una prueba de utilidad cuando
se pretende identificar esta levadura (Figura 11.21).

Prueba de la Fenol-Oxidasa

C. neoformans produce fenol-oxidasa, una
enzima necesaria para el metabolismo de la 3,4-
dihidroxifenilanina (DOPA) y otros compuestos
fendlicos en la sintesis de la melanina. Esto se evi-
dencia por la producciéon de un pigmento marrén
oscuro o negro alrededor de la colonia de C. neofor-
mans en el medio de TOC (Apartado 11.2.2).

11.3.2. Identificacion basada en métodos de
asimilacion de nutrientes

Auxonograma convencional

Se fundamenta en la aplicacion por separado
de diferentes nutrientes, hidrocarbonados o nitroge-

Fenol-oxidasa

Auxonograma

Procedimiento

1. Sembrar 2-3 colonias de un cultivo joven en el
medio de TOC.

2. Incubar a 37 °C durante 3-5 dias.
Interpretacion

« El desarrollo de una pigmentacién marrén oscura
alrededor del crecimiento es caracteristico de

C. neoformans. (Figura 11.22).

Figura 11.22. Prueba de la fenol-oxidasa (Medio de
TOC). Producciéon de pigmento marrén oscuro por
C. neoformans.

Procedimiento

1. Lalevadura en estudio se siembra previamente en
caldo glucosado de Sabouraud mas cloranfenicol
a 28 °C durante 48 h.

2. Agitar para mezclar el cultivo y tomar 1 ml como
inéculo del medio sintético fundido. Enfriar a
50 °C, mezclar y verter en placa.

3. Preparar las soluciones estériles de los nutrientes,
los azucares al 10% y las sustancias nitrogenadas
al 1%.

4. Una vez solidificado el agar, y con la ayuda de un
tubo de cristal, agujerear 5-6 pocillos por placa.
Sobre cada pocillo se vierten dos gotas de los dis-
tintos nutrientes en estudio.

4. Si se utilizan discos de papel absorbente, deben
confeccionarse de distintos colores o rotularse
previamente. Una vez esterilizados, y antes de su
empleo, se empapan con dos gotas de las solucio-
nes acuosas de los nutrientes (al 20% para los
azUcares y al 2% para los substratos nitrogena-
dos). Se secan en estufa y se aplican sobre el
medio con pinzas estériles.

5. Incubar a 28 °C. (2-4 dias).

Interpretacion

* En la zona circulante a los pocillos o los discos,
crecen abundantes colonias de levaduras si utili-
zan el nutriente correspondiente; por el contrario,
no aparecen en los contornos de los no utilizados.

e La intensidad del cultivo periférico se expresa
mediante cruces:
5 mm de radio (+), 5-10 mm (++), >10 mm (+++).
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nados, sobre un medio sintético base para apreciar
el crecimiento selectivo de una levadura en la cerca-
nia de los nutrientes necesarios para su desarrollo.

Para su realizacion pueden emplearse solu-
ciones acuosas esterilizadas por filtracion, cilindros
de Oxford en pocillos hechos en el agar o bien dis-
cos de papel absorbente empapados con el nutriente.
Sin embargo, las pruebas de asimilacion en medios
liquidos no ofrecen ninguna ventaja adicional sobre
los medios solidos, resultando mucho mas laborio-
sas y costosas.

Medios de cultivo base: Se prepararan
segun la técnica habitual y no necesitan ajustar el
pH. Se expenden deshidratados como medios base
de levaduras. Los mas utilizados son los siguientes:

1. Medio sin carbono: Sulfato amoénico (5 g/l),
Fosfato monopotasico (1 g/l), Sulfato de magne-
sio (0,5 g/), Agar (20 g/l).

2. Medio sin nitrégeno: Glucosa (20 g/1), Fosfato
monopotasico (1 g/l), Sulfato de magnesio
(0,5 g/1), Agar (20 g/l).

Auxacolor

Procedimiento

1. Realizar una suspension, equivalente a 1
McFarland con un cultivo joven (24-48 h) de la
levadura a identificar, en el vial con medio de sus-
pension facilitado por el fabricante.

2. Inocular la galeria y cubrir con papel adhesivo.

3. Incubar a 30 °C durante 24-48 h (prolongar hasta
72 h si fuese necesario).

Interpretracion

* El cambio de color (amarillo) se interpreta como
crecimiento positivo para el azlicar en cuestion.
Los 15 caracteres bioquimicos de la galeria se
agrupan en tripletes para obtener un cédigo
numérico. Para ello, se adjudica un valor de 1
para la posicion 12 del triplete, 2 para la 22 y 4
para la 32. La identificacion de la levadura se con-
sigue comparando el cédigo numérico resultante
con los suministrados por el fabricante.
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Figura 11.23. Sistema Auxocolor® (Bio-Rad).

La galeria Auxacolor (Bio-Rad) es un siste-
ma de identificacion basado en la asimilacion de 13
azlcares que permite identificar 26 especies diferen-
tes de levaduras. El crecimiento de la levadura se
visualiza por el cambio de un indicador de pH. La

Uni-Yeast-Tek

Como fuente de carbono se puede ensayar
todos los azucares y alcoholes conocidos. Como
substrato de nitrogeno se suele emplear peptona,
asparagina, urea, sulfato amodnico, nitrato de potasio
y aminoacidos diversos.

Auxacolor®

Procedimiento

1. A partir de un cultivo de 24-48 h en medios habi-
tuales, realizar una suspension en agua destilada
estéril equivalente a 4 McFarland. Inocular cada
uno de los compartimentos con una gota de esta
suspension.

2. El compartimiento con agar harina de maiz se
siembra, con una pequeia porcion de la colonia,
haciendo dos o tres surcos paralelos con aguja de
inoculacion. Seguidamente, se coloca un cubreob-
jeto flameado sobre el area inoculada.

3. Incubar a 30-35 °C durante 2-7 dias.
Interpretacion

» La observacion de cambio de color del azul al
amarillo indica asimilacion de los hidratos de car-
bono.

* El medio de nitrato se interpreta como reduccion
cuando el color azul original vira al color verde o
verde azulado.

» La deteccion de hifas, blastosporas y clamidospo-
ras en el agar harina de maiz se detecta mediante
visualizacion a x400.

Asociacion Espariola de Micologia




Identificacion de levaduras

Figura 11.24. Sistema Uni-Yeast-Tek (Remel).

galeria incorpora, ademas, una prueba de resistencia
a la actidiona y otra para la deteccion de la actividad
fenol-oxidasa de C. neoformans (Figura 11.23).

Sistema Uni-Yeast-Tek®

El sistema Uni-Yeast Tek (Remel) estd cons-
tituido por una placa plastica con multiples compar-
timentos que contienen un medio con agar para la
asimilacion diferencial de siete hidratos de carbono.
También incorpora una cubeta central con agar hari-
na de maiz-Tween 80 para determinar el crecimien-
to micelial y la produccién de clamidosporas.
Ademas, esta provisto de agar urea, agar para la asi-
milacion y reduccion de nitratos y de un caldo con
extracto de carne al 2,6% (con 0,05% de glucosa)
para realizar la prueba del tubo germinal
(Figura 11.24).

" yapi 20 CRUX

Figura 11.25. Sistema API 20C AUX (bioMérieux).

API 20C AUX

Procedimiento

1. A partir de un cultivo joven de la levadura a identi-
ficar, realizar una suspension en 2 ml de agua
destilada estéril hasta obtener una turbidez igual a
2 de McFarland.

2. Transferir 100 pl (2 gotas) de esta suspension a
una ampolla de C Medium y homogeneizar evitan-
do la formacion de burbujas.

3. Llenar las cupulas con la suspension anterior evi-
tando la formacion de burbujas y creando un nivel
horizontal para generar resultados correctos.

4. Incubar a 30 °C durante 48-72 h.

Lectura e interpretacion

* Observar el crecimiento de las levaduras en com-
paracion con la cupula del control negativo. Una
cupula mas turbia que el testigo indica una reac-
cion positiva que debe anotarse en la hoja de
resultados. En esta ultima, los diferentes nutrien-
tes estan separados en grupos de tres y se adjudi-
ca a cada uno, en caso de ser positivo, un valor
diferente: 1 para el primero, 2 para el segundo y 4
para el que ocupa el tercer lugar. Sumando cada
triplete se obtiene un numero de siete cifras que
constituye el perfil numérico.

* La identificacion debe hacerse mediante el

Catalogo Analitico o el Programa Informatico de
Identificacion suministrado por el fabricante.

11.3.3. Sistemas semiautomaticos

En la actualidad se han comercializado diver-
sos métodos de asimilacion de nutrientes que sim-
plifican tanto su uso como su interpretacion [9].

API 20C AUX®

La galeria API 20 C AUX (bioM¢érieux) se
compone de 20 ctpulas con sustratos deshidratados
que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion.
Las cupulas se inoculan con un medio minimo semi-
solido y las levaduras sdlo se reproducen si son
capaces de utilizar el sustrato correspondiente
(Figura 11.25). Permite identificar un total de 34
especies diferentes.

La lectura de estas reacciones se hace por
comparaciéon con un control de crecimiento y la
identificacion se obtiene, a partir de un cdodigo
numérico, mediante un catalogo analitico o un pro-
grama informatico.

Galeria ID 32C®
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Galeria ID 32C

Procedimiento

1. Realizar una suspension de un cultivo joven de la
levadura a identificar en 2 ml de agua destilada
estéril, hasta obtener una turbidez igual a 2 de
McFarland.

2. Transferir 250 pl (5 gotas) de esta suspension a
una ampolla de C Medium y homogeneizar.

3. Inoculacién manual: Dispensar 135 pl de la sus-
pension anterior en cada cupula.

3", Inoculacién automatica: Colocar sobre el porta-
galerias del inoculador ATB la galeria y la sus-
pension en la ampolla de C Medium; el inoculador
realizara automaticamente la homogeneizacion
de la ampolla y el llenado de las cupulas
(135 pl/capula).

4. Incubar a 30 °C. durante 24-48 h.

Lectura e interpretacion

1. Lectura visual: Observar el crecimiento de las
levaduras en comparacién con la cupula 0 (testigo
negativo). Una cupula mas turbia que el testigo
indica una reaccion positiva que debe anotarse en
la hoja de resultados. En esta ultima, los tests
estan separados en grupos de tres y se adjudica a
cada uno en caso de positividad un valor diferen-
te, 1 para el primero, 2 para el segundo y 4 para el
que ocupa el tercer lugar; sumando cada triplete
se obtiene un nimero de siete cifras que constitu-
ye el perfil numérico. La identificacion se obtiene
con el programa de identificacion (Figura 11.27).

2. Lectura automatica con ATB Expression o
mini API: El lector busca en cada cupula la pre-
sencia de crecimiento y transmite los datos al
ordenador que, una vez procesados, propone la

Figura 11.26. Galeria ID 32C (bioMérieux).

£

Figura 11.27. Lectura visual e interpretacién de los resultados de la
galeria ID 32C.

Sistema Vitek

identificacion de la especie.

La galeria ID 32 C (bioMérieux) esta com-
puesta por diferentes pruebas de asimilacién y por
una base de datos especialmente adaptada (Figura
11.26). Permite identificar 63 especies diferentes de
organismos levaduriformes o relacionados y puede
ser utilizada manualmente o bien de forma automa-
tizada mediante los sistemas ATB Expression o
mini API.

La galeria se compone de 32 cupulas:
29 contienen cada una un sustrato carbonado deshi-
dratado, una es el control negativo, otra detecta la
sensibilidad a la cicloheximida y la ultima es una
prueba colorimétrica para la esculina.

El procedimiento para la inoculacion de la
galeria, incubacidn e interpretacion es similar al
descrito para el sistema API 20 C AUX. La unica
diferencia es la posibilidad de realizar la lectura de
la galeria, de forma automatica, mediante el sistema
ATB Expression o mini API.

Procedimiento

1. Realizar una suspensién de un cultivo joven de la
levadura a identificar en un tubo con 1,8 ml de
solucion salina estéril, hasta conseguir una turbi-
dez 2 de McFarland.

2. Introducir la tarjeta y la suspension de levaduras
en el médulo de llenado, para que la inoculacion
de la tarjeta se realice de forma automatica.

3. Colocar la tarjeta inoculada en el médulo incuba-
dor (30 °C).

4. Alas 24 h, la lectura de la turbidez de las celdillas
se realiza automaticamente y se trasfieren los
datos al ordenador.

Interpretacion

* Una vez que el patrén de las lecturas de turbidez
se compara con los perfiles de la base de datos,
se imprime la identificacion del microorganismo.

» Una identificaciéon aceptable es la que alcanza una
confiabilidad 85%. Las levaduras identificadas
con menos del 85% de confiabilidad deben ser
evaluadas posteriormente valorando su morfologia
y otras pruebas suplementarias para lograr una
identificacion aceptable.

Asociacion Espaiiola de Micologia




Identificacion de levaduras

Sistema Vitek®

Las tarjetas Yeast Biochemical Card (YBC)
del sistema Vitek (bioMérieux) permiten la identifi-
cacion de organismos levaduriformes y afines de
forma automatizada. Son unas tarjetas plasticas
desechables que incluyen 30 celdillas: 26 pruebas
bioquimicas convencionales y 4 controles. Por otra
parte, el sistema Vitek consta de un modulo con
camara de vacio para inoculacion de las tarjetas, un
lector/incubador, un sistema automatico de manipu-
lacion de tarjetas, un fotometro para medir la densi-
dad optica, un ordenador central y una impresora.

El sitema Vitek permite identificar 36 espe-
cies diferentes de levaduras: 16 especies del género
Candida, 6 Cryptococcus, 3 Rhodotorula,
2 Trichosporon, 3 Geotrichum, 2 Prototheca,
Hansenula anomala, Pichia ohmeri, Saccharomyces
cerevisiae y Yarrowia lipolytica.

El sistema Vitek 2 (bioMérieux) es un siste-
ma totalmente automatico para la deteccion del
metabolismo fungico que puede identificar levadu-
ras y organismos afines en tan sélo 15 h. Esta basa-
do en tecnologia de fluorescencia y se compone de
las tarjetas de andlisis con 63 pocillos, una consola
satélite para la recogida de informacion, un modulo
incubador, un moédulo principal donde se procesa la
informacion gracias a un software de andlisis y un
sistema experto avanzado.

Rapid Yeast Identification Panel MicroScan

Sistema Vitek 2

Procedimiento

1. A partir de un cultivo joven de la levadura a estu-
diar, preparar una suspension en solucion salina
(0,45%), ajustandola a la escala 2 de McFarland.

2. La inoculacion de las tarjetas, el sellado y la incu-
bacion (30 °C) se realiza de forma totalmente
automatizada.

3. Alas 15 h se realiza la lectura e interpretacion de
los resultados, también de forma automatica.

Procedimiento

1. A partir de un cultivo joven (18-24 h) en SDA, rea-
lizar una emulsién en 3 ml de agua destilada hasta
conseguir la turbidez del Patrén MicroScan (apro-
ximadamente 7-8 de la escala de McFarland).

2. Anadir, de forma automatizada, 50 pl de la sus-
pensién anterior a cada uno de los pocillos que
contienen sustratos y a los pocillos controles.

3. Cubrir el panel e incubarlo en atmésfera de CO:z a
35-37 °C durante 4 h.

Lectura e Interpretacion

* Afadir los reactivos correspondientes a cada poci-
llo, incluyendo los controles.

* La lectura se puede realizar de forma visual o
automatizada. Los resultados se convierten en un
numero de nueve digitos y la identificaciéon se rea-
liza utilizando el libro de Codigos de biotipos para
levadura de MicroScan.

11.3.4. Sistemas automaticos

Sistema Vitek 2®

Biolog YT MicroPlate

Procedimiento
1. Subcultivar cada levadura a identificar en agar
BUY (Biolog) durante 24-48 h a 25 °C.

2. Realizar una suspension, ajustandola a 44-51%
de transmitancia.

3. Inocular cada pocillo de la MicroPlate.

4. Incubar la placa a 30 °C durante 24, 48 y 72 h.

5. Transcurrido el tiempo indicado, leer mediante lec-
tor de placa a 590 nm de longitud de onda.

Interpretacion

e La lectura e interpretacion se realiza automatica-
mente mediante un software de analisis y un siste-
ma experto avanzado.

El sistema Vitek 2 permite la identificacion
de 51 especies diferentes, incluida C. dubliniensis,
y, al igual que los sistemas semiautomaticos, requie-
re pruebas adicionales (fundamentalmente morfolo-
gicas) en caso de baja discriminacion.

Sistema Biolog YT MicroPlate®

El sistema Biolog YT MicroPlate (Biolog)
permite la identificacion de organismos levadurifor-
mes mediante 94 pruebas bioquimicas, llegando a
identificar hasta un total de 267 especies diferentes
pertenecientes a 53 géneros.

Rapid Yeast Identification Panel MicroScan®

El Rapid Yeast Identification Panel
MicroScan (Dade Behring) es un método automati-
zado para la identificacion rapida de 40 especies de
levaduras y otros microorganismos afines. Se basa
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en la utilizacion de pruebas convencionales y cro-
mogénicas en una placa de microdilucion de 96
pocillos que utiliza 27 sustratos deshidratados.

©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Figura 11.28. Sistema RapID Yeast Plus System (Remel).

11.3.5. Identificacion rapida de levaduras
mediante pruebas

Fongiscreen 4H

RaplD Yeast Plus Sistem

Procedimiento

1. A partir de un cultivo joven, preparar un inoculo
con turbidez 3 de McFarland en 2 ml del Rapid
Inoculation Fluid.

2. Inocular el panel con la suspension anterior, incli-
nando y agitando el dispositivo para conseguir
una distribucién pareja del inéculo. Sellar la ban-
deja.

3. Incubar el panel a 30 °C durante 4-5 h.

Lectura e interpretacion

* Leer directamente los primeros seis pocillos que
contienen hidratos de carbono en busca de un
cambio de color. Los pocillos 7-14 se leen des-
pués de agregar el reactivo “A” y los restantes tras
agregar el reactivo “B” (Figura 11.29).

* Las reacciones se anotan en un formulario espe-
cial, obteniéndose un coédigo de 8 digitos. Este
codigo se compara con la serie de perfiles numéri-
cos incluida en el libro de compendio suministrado
por el fabricante.

Procedimiento

1. Obtener una suspensién de la levadura a identifi-
car a partir de un cultivo joven (24-48 h) en cual-
quiera de los medios habituales. La turbidez de la
suspension debe ser equivalente a la del testigo
suministrado por el fabricante, aproximadamente 4
McFarland.

2. Inocular 3 gotas de la suspensién anterior en cada
uno de los 6 pocillos de la microplaca y cubrir con
el adhesivo suministrado por el fabricante.

3. Incubar a 37 °C durante 4 h.

Lectura e Interpretacion

* La lectura se lleva a cabo mediante la adicion de
reactivos o por lectura directa.

* Los resultados se interpretan comparando el perfil
obtenido con los perfiles especificos suministrados
por el fabricante.

Figura 11.29. Lectura del Sistema RapID Yeast Plus System.
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bioquimicas y enziméticas

RapID Yeast Plus System®

El RapID Yeast Plus System (Remel) es un
sistema compuesto por un panel de 18 pocillos; cada
uno contiene un sustrato convencional o cromogéni-
co que detecta la asimilacion de carbohidratos,
acidos organicos o aminoacidos, asi como la hidro-
lisis de la urea y de acidos grasos. Permite identifi-
car hasta 43 especies de levaduras (Figura 11.28).

s .ﬂqﬁ a
‘:-L‘;hx_qt: ki

Figura 11.31. Sistema Bichro-latex albicans (Fumouze).

mans (Figura 11.30). La utilizaciéon de sustratos des-
hidratados por las enzimas fungicas se manifiesta
por un cambio de color, ya sea espontaneamente o
después de anadir un reactivo revelador.

11.4. ldentificacidn mediante criterios
inmunologicos

11.4.1. Bichro-latex albicans®

Figura 11.32. Sistema Krusei-color (Fumouze).

Bichro-latex albicans

Krusei color

Procedimiento

1. Reconstituir un vial del agente disociante, con el
volumen de agua destilada indicada.

2. Depositar 20 pl del agente disociante sobre un cir-
culo del portaobjetos.

3. A partir de un cultivo de 24-48 h en SDA, u otro
medio habitual, recoger 3-4 colonias de la levadura
a identificar y emulsionarlas en el agente disocian-
te.

4. Homogeneizar la suspension del latex antes de su
uso.

5. Anadir una gota del reactivo latex en el circulo.

6. Mezclar y extender con el agitador suministrado
por el fabricante hasta que la suspension sea
homogénea.

7. Agitar en un agitador durante 5 min.

Interpretacion
* Reaccion positiva: Aparicion de aglutinados rojos
sobre un fondo verde: C. albicans .

* Reaccion negativa: No se observa aglutinacion,
mantiene su color marrén.

Procedimiento

1. Resuspender el latex antes de su uso.

2. Por cada cepa a identificar dispensar una gota del
reactivo de latex en el circulo del portaobjetos.

3. Mediante una pipeta Pasteur o un asa de platino,
afadir 2 6 3 colonias a la gota de latex y homoge-
neizar la emulsion.

4. Agitar en un agitador (5 min).

Interpretacion

* Reaccion positiva: Apariencia de aglutinacion
clara y evidente de color rojo indicativa de C. kru-
sei.

* Reaccion negativa: Ausencia de aglutinacion.
La suspensién mantiene su aspecto original.

» Ciertas cepas de otras especies (Ej. C. parapsilo-
sis), pueden producir agregados de color blanco
que no deben ser confundidos con los agregados
rojos.

Fongiscreen 4H®

Fongiscreen 4H (Bio-Rad) es un sistema
basado en el estudio del perfil enzimatico de algu-
nas levaduras, permitiendo identificar en 4 h
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. neofor-

Bichro-latex albicans (Fumouze) es un méto-
do para la identificacion rapida de aislamientos
C. albicans por aglutinacion de particulas latex utili-
zando un anticuerpo monoclonal especifico de
C. albicans [10] (Figura 11.31).

La prueba se realiza con dos reactivos distin-
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tos: a) bolas de latex recubiertas con anticuerpos
monoclonales que reaccionan especificamente con
el antigeno de C. albicans localizado en su pared
celular, y b) un agente disociante que permite la
exposicion al antigeno.

11.4.2. Krusei-color®

Krusei-color (Fumouze) es un método para la
identificacion de aislamientos de C. krusei por aglu-
tinacion de particulas de latex, mediante un
anticuerpo monoclonal que reacciona especifica-
mente con el antigeno localizado en su pared
(Figura 11.32).

El kit contiene un reactivo Krusei-color y
5 portaobjetos.

Como resumen, en la Figura 11.33 se expone
un esquema y un diagrama diagndstico para la iden-
tificacion de las levaduras mas frecuentemente ais-
ladas en la clinica.

11.5. Identificacion de levaduras lipofi-
las

Debido a su requerimiento de acidos grasos,
las levaduras lipofilas no pueden ser identificadas
con los sistemas y medios habituales para otras
levaduras, por lo que su identificacién merece un
comentario diferenciado.

Durante mucho afios se ha venido utilizando
el binomio Malassezia furfur para designar la fase
micelial de las levaduras lipdfilas encontradas en la

Tabla 11.2. Caracteristicas fisiologicas de las especies de Malassezia.
Especie Catalasa SDA* mDixon® Tween

32°C 32°C 37 °C 40 °C 80 (0,1%) 40 (0,5%) 20 (10%)
Malassezia furfur + - + + + + + +
Malassezia pachydermatis + + + + + + + -
Malassezia sympodialis + - + + + + + -
Malassezia globosa + - + - - o 5 -
Malassezia obtusa + - + + = o - -
Malassezia restricta - - + + o o o -
Malassezia slooffiae + - + + + - + +
a: crecimiento en agar Sabouraud sin ninglin suplemento lipidico
b: crecimiento en agar Dixon modificado a 32, 37 y 40 °C
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Identificacion de hongos dermatofitos

F. Javier Cabaiies Saenz

12.1. Introduccion

Los dermatofitos son un grupo de hongos
relacionados entre si que presentan la capacidad de
invadir los tejidos queratinizados (piel, pelo, ufias)
del hombre y de los animales, produciendo una
enfermedad que se denomina dermatofitosis o, mas
comunmente, tifa.

Si bien no se conoce la fase sexual (perfecta
o teleomorfo) de la mayoria de estos hongos, se ha
demostrado que son ascomicetos por distintas técni-
cas. Taxonomicamente se engloban en la division
Ascomycota y pertenecen a la clase Plectomycetes,
orden Onygenales y familia Arthrodemataceae [1].
Actualmente, un unico género denominado
Arthroderma incluye todas las especies de teleomor-
fos.

La taxonomia de los dermatofitos y su identi-
ficacion rutinaria en el laboratorio de Micologia cli-
nica se basa fundamentalmente en criterios
morfologicos, macro y microscépicos, relacionados
con la fase de reproduccion asexual (fase imperfecta,
anamorfo, mitosporico) de estos hongos. Los géne-
ros que agrupan a las especies productoras de der-
matofitosis son: Epidermophyton, Microsporum y
Trichophyton.

12.2. Especies mas habituales

En la actualidad, aproximadamente unas
40 especies se encuentran incluidas en estos géneros.
El nimero de especies se reduce a unas 30 cuando se
considera unicamente a las productoras de dermato-

fitosis (verdaderos dermatofitos). Estas especies no
se suelen aislar con la misma frecuencia en todos los
laboratorios, ya que existe una clara variabilidad cli-
matica, geografica, socioecondmica etc., que origina
cambios en los patrones de distribucion de los agen-
tes etiologicos de las dermatofitosis. Algunas espe-
cies son de distribucion geografica limitada:
T. concentricum se encuentra fundamentalmente en
Oceania o T. soudanense en Africa. No obstante, los
flujos de emigracién pueden hacer ocasionalmente
frecuentes los aislamientos de algunas especies en
paises en los que no se aislan habitualmente [2].

Otras especies se distribuyen de forma mas o
menos regular por todo el mundo. En efecto, tan
solo 10 especies (Tabla 12.1) se aislan con una fre-
cuencia elevada en la mayoria de los laboratorios de
Micologia clinica humana, representando el 99% de
los cultivos positivos. De estas, unicamente seis
especies: E. floccosum, M. canis, M. gypseum, T.
rubrum, T. mentagrophytes y T. tonsurans, pueden
llegar a ser las responsables de mas del 90% de los
casos. Algunos de estos dermatofitos (ej. 7. menta-
grophytes, M. gypseum) son en realidad complejos
de especies (“species complex”) que incluyen distin-
tas variedades o incluso grupos de especies.

Tabla 12.1. Dermatofitos aislados mas frecuentemen-
te del hombre.

Epidermophyton E. floccosum
Microsporum M. canis
M. gypseum
M. audouinii
Trichophyton T. rubrum

T. mentagrophytes
T. tonsurans

T. verrucosum

T. violaceum

T. schoenleinii

¢ Todas las especies incluidas en estos géneros son dermatofitos?

cookei 'y Trichophyton (Keratinomyces) ajelloi.

Existen especies que presentan una morfologia y situacion taxonémica comun con los dermatofitos,
pero sin embargo no se han descrito como agentes etiologicos de dermatofitosis o sus descripciones como
tales son dudosas. En este caso no son consideradas como verdaderos dermatofitos y se les reservan deno-
minaciones como “tipo dermatofito”, (“dermatophyte-like fungi”), dermatofitoides o congéneres de los dermato-
fitos segun distintos autores. Ejemplos de estas especies son: Epidermophyton stockdaleae, Microsporum

Asociacion Espaiiola de Micologia
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12.3. Distribucién en el hombre y en los
animales

No todos los dermatofitos se aislan con la
misma frecuencia en las distintas localizaciones que
pueden presentar las dermatofitosis en el hombre.
En la Tabla 12.2 se incluyen las principales especies
segun la localizacién o tipo, indicando su denomina-
cion. Aunque otras especies no incluidas en esta
tabla pueden participar en estos procesos, conocer la
distribucion de las mas frecuentes puede ser de utili-
dad a la hora de realizar la identificacion.

Algunas de estas especies se han especializa-
do en producir dermatofitosis en el hombre y se ais-
lan exclusivamente de muestras humanas
(T. rubrum, E. floccosum, T. tonsurans, T. menta-
grophytes var. interdigitale, ...), denominandose
especies antropofilas. Estas en muy raras ocasiones
se aislan como causantes de dermatofitosis en los
animales. No obstante, el hombre puede presentar
infeccion por especies zoodfilas que, caracteristica-
mente, producen dermatofitosis en los animales
(M. canis, T. mentagrophytes var. mentagrophytes,
T. verrucosum). En la Tabla 12.3 se relacionan los
dermatofitos que mas frecuentemente se aislan de
los animales domésticos [3]. Otras especies que pre-
sentan su habitat normal en los suelos (denominadas
gedfilas, ej. M. gypseum) también pueden producir
procesos patologicos, tanto en el hombre como en los

animales.

Tabla 12.3. Principales dermatofitos en diferentes
especies animales.

Animal Dermatofitos

Gatos y perros M. canis
Otras: T. mentagrophytes
M. gypseum
M. persicolor

Caballos T. equinum
Otras: M. canis
M. equinum
M. gypseum
T. mentagrophytes
T. verrucosum

Vacas, cabras y ovejas T. verrucosum
Otras: M. canis
M. gypseum
T. mentagrophytes
T. equinum

Conejos T. mentagrophytes
Otras: M. canis

Cerdos M. nanum
Otras: M. canis
M. gypseum
T. mentagrophytes
T. verrucosum

Aves de corral M. gallinae
Otras: T. simii

Tabla 12.2. Dermatofitosis humanas. Principales agentes etiol6gicos segun tipo y/o localizaciéon.

Tinea capitis: cuero cabelludo, cejas, pestanas.
«T. tonsurans, M. canis, T. violaceum, M. audouinii

Tinea cruris: ingles, perineo, region perianal.
*T. rubrum, E. floccosum, T. mentagrophytes

Tinea unguium: ufas.
*T. rubrum, E. floccosum, T. mentagrophytes

Tinea facei: piel glabra de la cara.
T. rubrum, T. mentagrophytes.

Tinea barbae: barba y bigote.

Tinea corporis: piel lampifia del tronco, cuello, brazos, piernas y dorso de las manos y los pies.
T. rubrum, E. floccosum, T. mentagrophytes, T. tonsurans , T. verrucosum
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 T. mentagrophytes, T. violaceum, T. verrucosum, T. rubrum
Tinea pedis (pie de atleta): planta del pie, dedos y region interdigital.
T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum

Tinea manuum: region interdigital y palmas de las manos.
T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum

Tinea favosa (favus)®: cuero cabelludo y piel glabra.
«T. schoenleinii, T. mentagrophytes var. quinckeanum

Tinea imbricata: (Tokelau, circinada tropical)”
« T. concentricum.

a: Delimitada geograficamente fundamentalmente a Europa, Asia y Africa.
b: Delimitada geograficamente a determinadas islas del Pacifico en Oceania, Sudeste asiatico y determinadas zonas de México,

América Central y Sudamérica.
iver)
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12.4. |dentificacion mediante
su morfologia

12.4.1. Caracteristicas macroscoépicas

A partir de los cultivos realizados en medios
selectivos para el aislamiento de dermatofitos
(medios tipo SDA+ antibiodtico+ cicloheximida, o
DTM) (Capitulo 3) se pueden identificar las espe-
cies mas frecuentes. Los dermatofitos son hongos
hialinos que forman colonias que presentan en
general colores claros, con gamas de color restringi-
das a tonos blanquecinos, amarillentos y marronace-
os (Figura 12.1). En pocas ocasiones se observan
colonias con colores oscuros u otras tonalidades
(azules, verdosas, negras, etc.) (Figura 12.2). Si
bien la coloracién de las colonias y su textura puede
ayudar a identificar estas especies, las caracteristi-
cas microscopicas son las que determinan su identi-
ficacion en la mayoria de los casos.

12.4.2. Caracteristicas microscoépicas

Existen diferentes estructuras microscopicas
a tener en cuenta para la identificacion de estos hon-
gos (clamidosporas, distintos tipos de hifas, etc.).
No obstante, la forma y distribucion de macroconi-
dios y microconidios es fundamental a la hora de
definir los géneros y especies (Figura 12.3). Por este
motivo, para utilizar la clave de identificacion que
se adjunta (pag. 12-5), es preciso la caracterizacion
de estas estructuras en la cepa que se pretende iden-
tificar.

Para determinar la presencia de estas estruc-
turas a partir del cultivo, se realiza una preparacion
entre porta y cubre con un pequeio fragmento de
una de las colonias con el fin de observarla al
microscopio. Se aconsejan liquidos de montaje tipo
lactofenol de Amman, lactofenol azul de algodén o
lactofucsina (Capitulo 14). En algunos casos, espe-
cialmente en el primocultivo y en caso de utilizar
medios de cultivo con actidiona (incorporada en la
mayoria de medios selectivos para dermatofitos), es
dificil observar la formacion de estos conidios.
O bien no presentan la forma caracteristica, o sim-
plemente no se han formado. En este caso se debera
realizar paralelamente un subcultivo en un medio
carente de inhibidores (tipo SDA, PDA) y/o un
microcultivo con el fin de observar mas adecuada-
mente la conidiogénesis (Capitulo 13).

Asociacion Espariola de Micologia

Figura 12.1. Primocultivo de una muestra de dermatofi-
tosis. Se observan colonias de T. mentagrophytes en
cultivo puro desarrollandose sobre los pelos inoculados.

Figura 12.2. Primocultivo de una muestra de dermatofitosis. Se
observan colonias amarillentas (dermatofitos) y otras de diversos
colores més oscuros (hongos contaminantes).

12.5. Identificacidon mediante técnicas
adicionales

Existen especies que no forman, o lo hacen
raramente, macroconidios y/o microconidios
(ej. T. violaceum). Por otra parte, algunas cepas per-
tenecientes a determinadas especies identificables
morfolégicamente por producir algun tipo de estas
estructuras, no las suelen producir. Asi, por ejem-
plo, aislamientos de 7. mentagrophytes o T. rubrum
pueden no formar macroconidios.

Cuando existen dificultades en la identifica-
cion de estos hongos utilizando sus caracteristicas
morfologicas, ya sea por semejanza entre las espe-
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Figura 12.3. Diferentes tipos de macroconidios (a-f), microconidios (g-j), clamidosporas (k-m) e hifas (n-p) (consultar clave).
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Clave para los dermatofitos aislados mas frecuentemente del hombre *

10

1

MacCroCoNIdiOS PrESENtES . . . . .ottt e e e e 2
NO se observan macroCoNIdioSs . . . . ... ..ottt e e e e 6

Macroconidios en forma de huso, de paredes gruesas y rugosas y frecuentemente con un pico terminal caracteristi-
co. Estan formadas normalmente por mas de 6 células (Figura 12.3a) . .......... ... .. i, M. canis

(Figura 12.4)
Macroconidios, cuando se presentan, similares a los de M. canis, aunque de mayor longitud y con paredes mas lisas.
Se observan formas con una constriccion en la zona central del macroconidio (Figura 12.3b). Con frecuencia la pre-
sencia de macroconidios es escasa, o no se llegan a observar. Clamidosporas terminales (Figura 12.3k) e hifas pec-
tinadas caracteristicas (Figura 12.3n). En contraste con M. canis, no se desarrolla o presenta crecimiento escaso en

elmediode arroz . ... ... .. M. audouinii
Macroconidios de paredes delgadas . . . . .. .. ... 3
Macroconidios de paredes FUGOSAS . . . . . .. oo ittt ittt et et et e e e e e e e e 4
Macroconidios de paredes lISas . .. ... ... ... 5

Macroconidios abundantes, fusiformes y simétricos, conteniendo hasta 6 células (Figura 12.3c) .. ...............
....................................................................... M. gypseum (Figura 12.5)

Macroconidios alargados en forma de cigarro habano (Figura 12.3d) no siempre presentes. Abundantes microconi-
dios redondeados formando grupos que asemejan racimos de uva inmadura (Figura 12.3i). Presencia de hifas espiri-
ladas (Figura 12.3n). Ureasa positivo. Ensayo de perforacion del pelo positivo. .. T. mentagrophytes ° (Figura 12.6)
Microconidios piriformes, estrechos, en forma de lagrima, aislados y dispuestos lateralmente en las hifas
(Figura 12.3j). Macroconidios generalmente no presentes. Cuando se presentan, similares a los de T. mentagrophy-
tes (Figura 12.3e). Reverso de la colonia rojizo; se estimula la produccion de este pigmento rojizo en PDA. Ureasa

negativo. Ensayo de perforacion del pelonegativo. . . ... .. ... .. T. rubrum ©
Macroconidios ovales en forma de porra, aislados o en racimos (Figura 12.3f). Ausencia de microconidios.
Clamidosporas abundantes . . . ... ... ... E. floccosum (Figura 12.7)
Microconidios @abundantes . . . . . .. ... 7
Microconidios €SCas0s 0 N0 S€ ODSEIVAN. . . . . .. ot ittt ittt et ettt e e e e e e e 8

Abundantes microconidios redondeados formando grupos que asemejan racimos de uva inmaduros (Figura 12.3i).
Presencia de hifas espiriladas (Figura 12.3n). Ureasa positivo. Ensayo de perforacion del pelo positivo .........
............................................................................ T. mentagrophytes®
Microconidios piriformes y estrechos, en forma de lagrima, aislados y dispuestos lateralmente en las hifas
(Figura 12.3j) Reverso de la colonia rojizo; se estimula la produccion de este pigmento en PDA. Ureasa negativo.

Ensayo de perforacion del pelo negativo . . . . ... ..o e T. rubrum®
Microconidios de mayor tamafo, en forma de porra mas o menos alargados. Algunos en forma de globo
(Figura 12.3h). Crece poco en ausencia de tiamina. Infeccion del pelo tipo endotrix . . ... T. tonsurans (Figura 12.8)
Crecimiento moderadamente rapido (Colonias > 15 mm de diametroen7dias) . . .......... .. ... ... 9
Crecimiento lento (Colonias < 10 mmde diametroen 7. dias) . .. ... ...ttt 10

Microconidios, si se detectan, pequefios, en bajo nimero y en forma de porra. Similares a los de otras Microsporum
spp. (Figura 12.3g). Clamidosporas terminales (Figura 12.3k) e hifas pectinadas caracteristicas (Figura 12.3n). No se

desarrolla o presenta un crecimiento escasoenelmediode arroz . ................ ... ... .. ... M. audouinii
Colonias color purpura oscuro, violeta. No se detectan conidios. Escaso crecimiento en ausencia de tiamina.
Infeccion del pelo tipo endotriX. . . . .. ..o T. violaceum
Colonias con coloraciones claras, blanquecinas, grisaceas, marronaceas . . . . . .. ......ovie et ann.. 11

Clamidosporas en cadenas largas densamente compactadas (Figura 12.3l). Algunas hifas en candelabro
(Figura 12.30) y/o terminadas en cabeza de clavo (Figura 12.3p). La mayoria de cepas requieren tiamina“ o tiamina e

inositol. Infeccion del pelo tipo ectotrix megasporado. . .. ....... ... .. .. i T. verrucosum

(Figura12.9)
No se observan conidios. Tipicas hifas en candelabro (Figura 12.30) y/o terminadas en cabeza de clavo
(Figura 12.3p). No requieren tiamina. Infeccion del pelo tipofavico. .. ......... ... ... ... .. .... T. schoenleinii

: Para un tratamiento mas detallado de los dermatofitos incluidos en esta clave y otras especies no incluidas, se recomiendan las claves propuestas por Rebell

y Taplin [5] y Kane et al. [4].

: Trichophyton mentagrophytes esta considerado como un complejo de especies (T. mentagrophytes var. mentagrophytes (variedad granular), T. mentagro-

phytes var. erinacei, T. mentagrophytes var. interdigitale, T. mentagrophytes var. nodular (T. krajdenii), T. mentagrophytes var. quinckeanum). Segun autores
algunas de estas variedades son consideradas como especies independientes o sinénimos de T. mentagrophytes. En contraste con T. mentagrophytes var.
mentagrophytes, T. mentagrophytes var. erinacei'y T. mentagrophytes var. interdigitale pueden presentar microconidios alargados (en forma de porra de
pequeno tamafo) en vez de redondeados.

: T. rubrum esta considerado como un complejo de especies. Para algunos autores las especies T. fischeri, T. kanei, T. raubitscheckii, son consideradas como

variedades o sinénimos de Trichophyton rubrum. Algunas de las diferencias que presentan son: T. fischeri (especie no patégena), T. kanei (ausencia de
microconidios; ureasa positivo débil), T. raubitscheckii (ureasa positivo).

: Se han descrito cepas aisladas de tifias de ovejas que no necesitan tiamina e/o inositol (T. verrucosum var. autotrophicum) [3]. En un estudio [8] sobre los

requerimientos nutricionales de esta especie se cita que el 84% de las cepas se desarrollaron en el medio conteniendo tiamina e inositol, el 16% en el medio
conteniendo tiamina y ninguna cepa se desarrollé en el medio sin vitaminas.
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Figura 12.5. a: Anverso de una colonia perteneciente a M. gypseum; b: Macroconidios tipicos de M. gypseum.

Figura 12.6. a: Anverso de colonias pertenecientes a T. mentagrophytes var. mentagrophytes; b: Macroconidio y
microconidios tipicos de T. mentagrophytes var. mentagrophytes.
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Figura 12.7. a: Anverso de una colonia perteneciente a E. floccosum; b: Macroconidios y clamidosporas tipicos de
E. floccosum.

Figura 12.8. a: Anverso de colonias pertenecientes a T. tonsurans; b: Aspecto microscopico tipico de
T. tonsurans.

Figura 12.9. Aspecto microscopico tipico de T. verrucosum.
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cies o por falta de estructuras ttiles para su identifi-
cacidn, se suelen utilizar otros caracteres distintos a
los morfoldgicos, haciendo uso de técnicas que
incluyen pruebas bioquimicas, fisiologicas, ensayos
nutricionales, ensayo de perforacion del pelo in vitro,
etc., como las que se describen a continuacion.

12.5.1. Tipo de infeccion del pelo in vivo

La observaciéon microscopica directa de la
muestra (pelos, escamas, ufias), ademas de confir-
mar en pocos minutos un caso de dermatofitosis,
segun el tipo de infeccion que produzca el hongo,
puede ayudar a identificar la especie causante.
Hay dermatofitos (ej. E. floccosum) que no infectan
el pelo in vivo. Otros presentan diferentes patrones
de infeccion:

Ectotrix

Infeccion principalmente externa del pelo
(Figura 12.10). Existen diferentes subcategorias de
este tipo segun distintos autores. Por ejemplo:

e Microsporico: Artroconidios redondeados muy
pequeilos (2-3 um) formando una vaina alrede-
dor del pelo dificilmente disociable con KOH.
Fluorescencia con lampara de Wood.
(ej. M. canis, M. audouinii).

* Microide: Artroconidios redondeados pequeiios
(2-4 pm), facilmente disociables con KOH.
No fluorescencia. (ej. T. mentagrophytes)

* Megasporado: Artroconidios grandes redondea-

Figura 12.10. Observacion microscépica de un pelo con una infec-
cién de tipo ectotrix.

dos (4-8 um). No fluorescencia. (ej. 7. verruco-
sum).

Endotrix

Infeccidn en el interior del pelo. Los artroco-
nidios redondeados llenan el interior del pelo.
(ej. T. tonsurans, T. violaceum).

Favico
Se observan algunas hifas (filamentos) poli-
morficos en el interior del pelo. También se obser-

van gotas de aire en esta localizacién cuando se
utiliza KOH (ej. T. schoenleinii).

12.5.2. Prueba de la ureasa

La principal aplicacion de esta prueba es la
diferenciacion entre 7. mentagrophytes (ureasa posi-
tiva) y T. rubrum (ureasa negativa) (ver clave, pag.
12-5). Uno de los medios de cultivo mas utilizados

Figura 12.11. Prueba de la ureasa de Christensen. Tubo color
amarillento: prueba negativa. Tubo color rojizo: prueba positiva.

para realizar esta prueba es el medio Agar-urea
segun Christensen (Capitulo 3). Es especialmente
util por incorporar un indicador de pH en el medio
de cultivo y facilitar la deteccion de posibles conta-
minaciones. Las cepas ureasa positivas hacen virar
en pocos dias el indicador de pH, adquiriendo el
medio de cultivo un color rojizo (Figura 12.11).

T. rubrum esta considerado como un comple-

Unos consejos...

» Para evitar falsos positivos, hay que tener la pre-
caucion de que el cultivo que ensayemos sea puro
y no esté contaminado con bacterias.

» Algunos autores recomiendan el caldo urea de
Christensen por ser mas sensible en la deteccion
de esta actividad. En este caso debe obtenerse un
cultivo puro de la cepa a ensayar, con el fin de evi-
tar la presencia de bacterias (ureasa positivas)
que frecuentemente acompafan a estas especies.
Estas bacterias no se detectan facilmente en los
medios de aislamiento, por estar inhibidas por los
antibioticos que incorporan [4].

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer




©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Identificacion de hongos dermatofitos

jo de especies. Un bajo porcentaje de cepas pertene-
cientes a esta especie se citan como ureasa positi-
vas. Para algunos autores estas cepas se podrian
corresponder con las especies de este complejo: 7.
raubitscheckii (ureasa positiva) y T. kanei (ureasa
positiva débil) [4].

12.5.3. Medio de arroz

Es muy util para la diferenciacion entre
M. canis y M. audouinii (Capitulo 3). M. audouinii
crece de forma escasa sobre los granos produciendo
un pigmento marronaceo. M. canis crece abundan-
temente y suele secretar un pigmento amarillento.
Existen distintas formas de prepararlo y dispensarlo
[4,5].

12.5.4. Medio de agar glucosado
de patata (PDA)

Es un medio que estimula la produccion del
pigmento rojizo caracteristico de 7. rubrum, siendo
muy util para diferenciarlo de 7. mentagrophytes
(Capitulo 3).

En este medio M. audouinii produce un
reverso de la colonia de color asalmonado y
M. canis de color amarillento. Ademas, su utiliza-
cién es altamente recomendada por favorecer la
esporulacion de todos los dermatofitos.

12.5.5. Otras técnicas fisiologicas

Se ha descrito la utilizacion de otros medios
como el agar glucosa-so6lidos lacteos-purpura de
bromocresol (BCP-milk solids-glucose agar—
BCPMSQG) y algunas variaciones con extracto de
levadura (BCP-milk solids-yeast extract agar) entre
otros medios, en lo que se denomina el sistema de
identificacion de Kane/Fisher [4]. La utilizacion del
BCPMSG es especialmente util para la diferencia-
cion de T. mentagrophytes (crecimiento abundante
y alcalinizacion del medio: color puirpura) y
T. rubrum (crecimiento limitado sin reaccion alcali-
na) [6] (Capitulo 3).

12.5.6. Ensayo de
perforacion del pelo in vitro

Es una técnica muy interesante para diferen-
ciar T. mentagrophytes y M. canis (perforacion
positiva) de 7. rubrum y M. audouinii (perforacion
negativa).

Consiste en hacer crecer la cepa del dermato-
fito a identificar en fragmentos de pelo previamente
esterilizados y, posteriormente, observar al micros-
copio el efecto que ha producido el hongo en dicho
sustrato. Los dermatofitos se dividen en dos grupos
(perforacion positiva o negativa) en funcion de si
producen un tipo caracteristico de perforaciones o
no. Este resultado varia segun la técnica que se utilice.

La técnica de referencia es la descrita por
Ajello y Georg [7]. Consiste en disponer fragmentos
cortos de pelo humano (unos 20-25 de 15-20 mm de
longitud), previamente esterilizados, en una placa de
Petri que contiene 25 ml de agua estéril con 2 6 3
gotas (0,15 ml) de extracto de levadura al 10% pre-

Figura 12.12. Ensayo de perforacién del pelo in vitro.
Dermatofito desarrollandose sobre pelos segun la técnica
descrita por Ajello y Georg [7].

viamente esterilizado. Se inocula con fragmentos de
la colonia de la cepa a ensayar y se incuba en oscu-
ridad a 25 °C durante 3 semanas (Figura 12.12).
Se recomienda que el cabello esté¢ desengrasado, o
se utilice de prepuber ya que los acidos grasos capi-
lares pueden tener un efecto inhibidor en el desarro-

Un consejo...

Para realizar el montaje de la preparacion es
preferible reblandecer y aclarar el pelo previamente
con solucion de KOH al 20%. Se puede tefiir poste-
riormente con lactofenol azul de algodén u otro colo-
rante, lo que permite observar la formacién de los
érganos perforantes.
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Figura 12.13. Ensayo de perforacién del pelo in vitro positivo.
Observacion microscopica de un pelo con tipicas perforaciones.

llo de la cepa. También se ha recomendado utilizar
pelo de caballo previamente desengrasado y esterili-
zado. En otras revisiones de esta técnica se reco-
mienda prolongar la incubacion hasta 4 semanas.

Las perforaciones que producen 7. menta-
grophytes o M. canis son facilmente detectables.
Son transversales, de forma conica y pueden llegar a
atravesar el pelo de lado a lado (Figura 12.13).
T. rubrum y M. audouinii no las suelen producir o
tan solo erosionan la superficie del pelo.

12.5.7. Ensayos nutricionales

Estas técnicas se basan en la diferenciacion
de las especies de dermatofitos segun los requeri-
mientos especificos que tienen algunas de ellas por
ciertas vitaminas y otros factores de crecimiento [8].

El ensayo nutricional con tiamina y con tia-
mina e inositol permite diferenciar nutricionalmente
las especies incluidas en la clave de este Capitulo.
Para su realizacion se requieren los siguientes
medios de cultivo (Capitulo 3):

Un consejo...

Estos medios de cultivo estan comercialmente
disponibles con el nombre de agar Trichophyton
(Difco). Referencias: Medio base sin vitaminas
(agar #1), Medio con tiamina (agar #4), Medio con
tiamina e inositol (agar #3) (Capitulo 3).

o Trichophyton agar # 1.

o Trichophyton agar # 4 (con tiamina).
» Trichophyton agar # 3 (con tiamina e inositol).

 Preparar tubos con cada uno de los tres medios.
Concentracion final en el medio:
Tiamina 0,2 mg/ml, Inositol 50 mg/ml.

« Sembrar los distintos medios con un pequefio
fragmento de la colonia libre de medio de cultivo.

12.6. Conservacion de las
cepas de dermatofitos

Para la identificacion de dermatofitos puede
ser de utilidad disponer de una coleccion de cepas de
las especies mas representativas. Para mantener una

TR T "‘1";:1'

Figura 12.14. Colonia de un dermatofito con un sector donde se
detecta pleomorfismo (micelio blanquecino).

coleccion de dermatofitos hay que tener presente que
no todas las especies soportan las técnicas de conser-
vacion y mantenimiento habituales. La resiembra
continuada de estos hongos en un medio de manteni-
miento como el SDA tiende a degenerar los cultivos
observandose un fenémeno frecuente en estos hon-
gos denominado pleomorfismo (Figura 12.14). El
mantenimiento de cepas a temperatura de refrigera-
cién (4 °C) tampoco esta recomendado para algunas
especies ya que acaban siendo no viables (E. flocco-
sum, T. verrucosum). Lo mismo ocurre con los pro-
cesos de congelacion y/o liofilizacion.

Una de las técnicas mas recomendadas para
la conservacion de estos hongos consiste en mante-
ner una densa suspension del hongo en agua destila-
da estéril a temperatura ambiente (Técnica de
Castellani [10]). Para ello, a partir de los cultivos se
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recogen fragmentos de las colonias (intentando no
arrastrar mucho medio de cultivo) y se introducen
en tubos conteniendo agua destilada estéril. Es con-
veniente que el tubo cierre herméticamente para
evitar la desecacion.

También suele recomendarse su conserva-
cion en medios de cultivo sin glucosa, o con baja
concentracion de glucosa, y mantenerlos mediante
subcultivo. Otros medios que ademas aportan fuen-
tes de carbono distintas, como el PDA o el agar
Oatmeal, también pueden ser utiles (Capitulo 3).

12.7. Dificultades

En el caso de los dermatofitos, el término
pleomorfismo esta relacionado con la pérdida de su
capacidad de esporulacion. En muchas ocasiones se
observa a las pocas resiembras, siendo mas acentua-
do este proceso en algunas especies. Las colonias
pierden su color y caracteristicas habituales y se
vuelven blanquecinas (Figura 12.14). Al final acaba
formandose un micelio compacto carente de coni-
dios o con muy pocas estructuras de reproduccion.

Para evitar el pleomorfismo, y/o regenerar
cepas pleomorfizadas, se han propuesto distintas
técnicas y medios de cultivo. Parece ser que la glu-
cosa que contiene el SDA (u otros medios similares)
potencia este proceso de envejecimiento.
Por ello los medios utilizados tienden a reducir la
concentracion de glucosa, eliminarla de su composi-
cion o substituirla por otra fuente de carbono.
Medios como el PDA o el agar Oatmeal se reco-
miendan para este fin y para aumentar la esporula-
cion. No obstante hay que advertir que este proceso
puede ser irreversible y se puede acabar perdiendo
la cepa. Disponer de un buen sistema de conserva-
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cion y mantenimiento de las cepas puede ser de gran
ayuda para evitar este problema. A continuacién se
describen algunas de las técnicas y medios de culti-
vo propuestos para evitar el pleomorfismo y/ o esti-
mular la esporulacion de estos hongos:

« PDA: Esporulacion y mantenimiento.

« Agar de harina de avena con sales (Medio de
Weitzman y Silva Hutner, “Oatmeal-salts
agar”’[4,9]). Esporulaciéon y mantenimiento:
MgSO0+1 g, KH2 PO+ 1,5 g, NaNO: 1 g, Copos de
avena 10 g, Agar 18 g, Agua destilada c.s.p.
1.000 ml).

+ Medio de Sabouraud de conservacién [10]:
Neopeptona (Difco) 3 g, Agar 2 g, Agua destila-
da c.s.p. 100 ml.

» Medios que incorporan tierra (deben ser autocla-
vados tres veces, en dias consecutivos).

* Medio de Sabouraud tierra [10]: Neopeptona
(Difco) 1g, Tierra de jardin 20 g, Agar 2 g,
Agua destilada c.s.p. 100 ml.

e Medio agar tierra [10]: Agar 2 g, Tierra de
jardin 20 g, Agua destilada c.s.p. 100 ml.

» Medio de Agar Sabouraud diluido o de Takashio
[10]: Glucosa 2 g, Neopeptona (Difco) 1 g,
MgSO+ 7H20 1 g, KH2PO+ | g, Agar 20 g, Agua
destilada c.s.p. 1.000 ml.

» Agar glucosado de Sabouraud con NaCl al 3% o
al 5% [4]: Glucosa 4 g, Bacto peptona (Difco)
1g, NaCl (3 g (3%) o 5 g (5%)), Agar 1,5 g,
Agua destilada c.s.p. 100 ml. Previene el pleo-
morfismo y despleomorfiza cepas de E. flocco-
sum y otras especies. Estimula la produccién
de macroconidios en 7. mentagrophytes,
M. audouinii y M. persicolor.

Los dermatofitos como grupo modelo de
estudio entre los hongos son especialmente intere-
santes. Los diferentes aspectos comentados en este
capitulo asi como otros relacionados con la patolo-
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Diagnéstico basado en métodos independientes del cultivo

José Ponton
Marta E. Garcia Sanchez
Ramiro Lépez-Medrano

14.1. Fundamento

En muchas ocasiones, las precarias condicio-
nes de los pacientes con micosis sistémicas desa-
consejan la obtencion de muestras profundas o no
permiten esperar el tiempo necesario para el aisla-
miento y posterior identificacion del agente causal.
Por ello se han desarrollado diversos métodos alter-
nativos al cultivo para proporcionar al clinico infor-
macién rapida y fiable ante la sospecha de una
micosis invasora. Entre estos métodos se encuentran
la observacion directa de la muestra clinica, la sero-
logia y la deteccion de componentes fungicos no
antigénicos. Algunos de ellos ya se han convertido
en herramientas basicas en el laboratorio de
Microbiologia Clinica actual, como la observacion
de levaduras capsuladas, la deteccion del antigeno
capsular de Cryptococcus neoformans y, quizas en
breve plazo, la deteccion de galactomanano en
pacientes neutropénicos con aspergilosis invasora.

14.2. Examen microscopico

Este examen debe realizarse a peticion del
clinico o siempre que dispongamos de suficiente
muestra una vez realizado el cultivo. El examen
microscopico de la muestra clinica puede ser de uti-
lidad en el diagnoéstico de cualquier micosis, pero su
utilidad esta comprobada en el estudio del LCR en
todo paciente con sospecha de meningitis criptoco-
cica y en el estudio de muestras respiratorias en
pacientes con sospecha de neumonia por
Pneumocystis carinii.

14.2.1. Aplicaciones a las micosis
habituales en nuestro medio

Criptococosis

La deteccion de C. neoformans puede reali-
zarse de forma directa sobre la muestra clinica,
especialmente cuando se trata de meningitis cripto-
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cocica. En estos casos el espécimen de eleccion es
el LCR extraido tras puncion lumbar no traumatica.
La eleccion de la técnica de visualizacién a emplear
(examen directo, tinta china o calcofluor) varia
segun la experiencia del observador y la practica
que se tenga en cada laboratorio.

Neumocistosis

El examen microscopico se utiliza para
detectar los trofozoitos y quistes de P. carinii en
esputo y lavado broncoalveolar (LBA). Es impor-
tante tener en cuenta que el esputo debe ser induci-
do, por cuanto que los pacientes con neumonia por
P. carinii normalmente presentan tos seca, no pro-
ductiva, por lo que el microorganismo es muy rara-
mente detectado en esputo espontaneo. Incluso en el
esputo inducido, muchas veces no se consigue apre-
ciar este microorganismo, por lo que si se sospecha
una neumonia por P. carinii debe procederse a la
realizacion de un LBA.

Candidiasis

En los pacientes con candidiasis, el examen
directo puede servir para identificar presuntivamen-
te el hongo e informar acerca de la cantidad relativa
de células de Candida presentes en la muestra. En
las preparaciones histologicas tefiidas con PAS o
Plata-metenamina, la infeccion por Candida albi-
cans puede sospecharse al observar una mezcla de
levaduras, seudohifas e hifas en el tejido, mientras
que la observacion solamente de células levadurifor-
mes sugiere la infeccion por C. glabrata. Las tincio-
nes histoléogicas a menudo presentan una
sensibilidad baja para demostrar la infeccion tisular
por Candida, ya que concentraciones por debajo de
10’ UFC/g de tejido generalmente son negativas en
el examen histologico. Un aumento de la sensibili-
dad de estas técnicas puede lograrse con la utiliza-
ci6n de fluorocromos como el blanco de calcofltor,
el Blankophor P o el rojo Congo [1-4].

Aspergilosis

La aplicacion fundamental del examen
microscopico al diagnostico de la aspergilosis con-
siste en la observacion de fragmentos de hifas de
Aspergillus en muestras respiratorias y en prepara-
ciones histologicas. Aunque las muestras clinicas
del tracto respiratorio mas frecuentes son los espu-
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tos, las que presentan una mayor rentabilidad diag-
nostica son el LBA o las obtenidas mediante fibro-
broncoscopia.

14.2.2. Tipos de observacion microscoépica

Observacion directa

Es una técnica sencilla que consiste en tomar
una gota de LCR, colocarla entre porta y cubre y
examinarla a x400 en un microscopio de campo
claro. La observacion de levaduras redondas, algu-
nas de las cuales presentando gemas, es caracteristi-
ca de C. neoformans. Pueden asimismo observarse
formas capsuladas, hecho que se hace mas evidente
al emplear contraste de fases. Los problemas que
presenta la interpretacion de la visualizacion
microscopica directa tienen que ver sobre todo con
la experiencia del observador, dado que otras for-
mas redondas que pueden verse en los LCR, como
las gotas de grasa o los hematies (mas habituales en
punciones traumaticas) pueden confundir a observa-
dores inexpertos.

Tinta china

Es la técnica mas ampliamente recogida en la
literatura para poner de manifiesto la capsula de

Figura 14.1. Tincién con tinta china para observar la capsula de
C. neoformans.

C. neoformans. La capsula aparece como un halo
claro y nitido en torno a una levadura redonda, deli-
mitado por las particulas de carbon en suspension
coloidal de la tinta china, exhibiendo un nitido con-
traste (Figura 14.1).

Los problemas que pueden aparecer con

esta técnica tienen sobre todo que ver con la expe-
riencia del observador, ya que puede haber numero-
sos artefactos (hematies, burbujas de aire,
leucocitos, particulas de talco y gotas de grasa) que
pueden confundir, sobre todo cuando las formas de
C. neoformans carecen de capsula. La cantidad de
tinta no debe ser ni excesiva ni escasa, ya que, en
ambos casos, el riesgo de artefactos se incrementa.
Es importante manipular con cuidado el frasco de
tinta evitando todo contacto con la muestra clinica
que pueda contaminarlo y asi producir falsos positi-
vos. La sensibilidad de la tinta china es del 50% en
los pacientes no-HIV y del 70-88% en los pacientes
HIV con meningitis criptocdcica.

Reactivos

 Tinta china de buena calidad (nigrosina, tinta
Pelikan India Ink o Parker Black Ink, entre
otras).

Procedimiento

Depositar sobre un porta limpio y desengrasado
una gota de LCR y una de tinta china, mezclar-
las bien evitando formar burbujas y colocar el
cubre. El color de la preparacion debera ser
marron, no negro. La observacion se realiza a
x100 6 x400. La presencia de formas redondas
rodeadas de un halo grande y transparente son
sugestivas de C. neoformans (Figura 14.1).

Hidréxido potasico (KOH)

Puede utilizarse para examinar muestras cli-
nicas con abudantes células y restos celulares.
El KOH disuelve mas rapidamente los elementos
celulares que los hongos (protegidos por la pared
celular). El efecto clarificador del KOH puede
aumentarse calentando ligeramente la preparacion.
Si no se utiliza con colorantes, las preparaciones
deben estudiarse con un microscopio convencional
con luz reducida para aumentar el contraste o con
un microscopio de contraste de fases. La observa-
cion de fragmentos de hifas tabicadas y ramificadas
en angulo agudo es sugestiva de aspergilosis. Esta
técnica es mas rapida que la tincion de Gram pero
presenta los mismos problemas de especificidad
para diferenciar hongos con morfologia similar.

Reactivos
» Solucion de KOH al 15% (KOH 15 g, glicerol
20 ml, agua destilada 80 ml). Mezclar por agita-
cion.

Procedimiento
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Se deposita el material a examinar en un porta y
se afiade una gota de la soluciéon de KOH,
se mezclan bien y se coloca el cubreobjetos.
Tras un periodo de tiempo (5-10 min) para per-
mitir el aclaramiento de la muestra por el KOH,
la preparacion se examina a x100, x400 6
x1.000.

Blanco de calcofltior

La técnica se basa en la propiedad que tiene
este fluorocromo de unirse de forma inespecifica a
los residuos b-1,3 presentes en polisacaridos como
la celulosa y la quitina de la pared celular de los
hongos y de algunos protozoos. La observacion de
formas redondas o filamentosas cuyo perimetro
exhibe fluorescencia azul brillante es altamente
sugestiva de formas fungicas. En los hongos tabica-
dos, el tabique se observa claramente (Figura 14.2).
En el caso de C. neoformans hay que tener en cuen-
ta que la fluorescencia se acumula en la pared celu-
lar y no en la capsula, por lo que las formas
capsuladas y no capsuladas presentan la misma
morfologia. C. glabrata puede presentar una fluo-
rescencia débil. La observacion de fragmentos de
hifas ramificadas en angulo agudo, cuyo perimetro
y tabiques exhiben fluorescencia azul brillante es
altamente sugerente de colonizacion por un hongo
filamentoso, presumiblemente Aspergillus (Figura
14.3). La tincién es inespecifica y cualquier hongo
filamentoso puede exhibir este tipo de fluorescen-
cia, por lo que dicha técnica debe interpretarse de
forma presuntiva y siempre confirmarse la identifi-
cacion mediante cultivo. Resultados similares se
obtienen con otros compuestos fluorescentes como
el Blankophor-P-Fliissig (Bayer) (Figura 14.4).

Como en las técnicas anteriores, la experien-
cia del observador ayuda a resolver ciertos proble-
mas asociados a esta técnica: las fibras de algodon o
las impurezas de la propia tincion pueden exhibir
fluorescencia, aunque se diferencian claramente de
las formas flingicas intensamente fluorescentes. Por
otra parte, no todos los laboratorios estan equipados
con microscopios que tienen filtros apropiados para
la tincion con calcofltor, por lo que esta técnica
puede emplearse como confirmacion en caso de
dudas al emplear la tinta china o la visualizaciéon
directa, siempre que se disponga de una minima
infraestructura. Debe tenerse en cuenta que el filtro
de fluorescencia que se emplea para visualizacion
de micobacterias (tincién de auramina) no sirve
para la observacion con calcofluor.

Reactivos

» Solucioén de calcoflior al 0,05%. Calcofltor
White M2R (Sigma) 0,05 g, agua destilada
100 ml. Mezclar y calentar ligeramente si no se
disuelve bien. Filtrar si persiste el precipitado.
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Figura 14.2. Tincién con calcofdor de un hongo tabicado
(Scedosporium prolificans).

Figura 14.3. Tincién con calcofuor de A. fumigatus en drenaje biliar

.

Almacenar a 25 °C en la oscuridad.
Procedimiento

Se depositan partes iguales de la solucion de
calcofluor y de la muestra clinica sobre un porta,
se mezclan bien y se coloca el cubreobjetos.
A continuacidn se examina con microscopio de
luz ultravioleta provisto de un filtro que varia
segun la marca de microscopio empleada (de
400-500 nm como norma general) y se examina
a x100 y x400. Cuando interese aclarar la mues-
tra, puede afadirse una gota de KOH, al 15%, a
la mezcla inicial de calcoflior y muestra clinica.

Otras tinciones sencillas

También se puede recurrir a otros procedi-
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mientos de tinciéon no demasiado complejos que se
detallan en el Capitulo 4:

» Hidroxido potasico (KOH) + DMSO
* Lactofenol de Amman

» Colorante de Cohen

» Colorante de Kane

Tincion de Gram

La tincién de Gram no se utiliza habitual-
mente para la tincion de hongos en muestras clinicas
pero en ocasiones puede aportar informacion impor-
tante al observador experimentado (Figura 14.5).
Normalmente los hongos se comportan como micro-
organismos grampositivos. Sin embargo, la observa-
ciéon de fragmentos de hifas tabicadas
gramnegativas y ocasionalmente ramificadas en
angulo agudo (45°) es altamente sugestiva de colo-
nizacion del arbol respiratorio por un hongo fila-
mentoso. Esta técnica es poco sensible por lo que se
recomienda realizar una primera observacion a

Figura 14.4. Tincién con Blankophor P. a: A. fumigatus en lavado
broncoalveolar; b: C. immitis en secrecién traqueal de un raton
infectado experimentalmente; c: P. brasiliensis en cultivo a 37 °C
(Cortesia del Dr. R. Ruchel).

Figura 14.5. Tinciéon de Gram mostrando S. prolificans en esputo.
(Cortesia del Dr. R. Salesa).

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer



©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Diagnéstico basado en métodos independientes del cultivo

menor aumento (x400) para detectar dichos frag-
mentos. Es ademas poco especifica, ya que hongos
filamentosos diferentes de Aspergillus (Pseudo-
allescheria boydii, Fusarium spp., Penicillium mar-
neffei) pueden presentar un aspecto similar, por lo
que siempre se debe confirmar la identificacién por
cultivo en los medios micologicos adecuados.

Tinciones para P. carinii

Se utilizan varios tipos de tinciones, siendo
las mas empleadas la de Giemsa y la argéntica. Las
tinciones rapidas de Giemsa (Diff-Quik o Giemsa
Plus) se realizan en menos de 5 min y permiten la
observacion de trofozoitos de P. carinii y otros hon-
gos como Cryptococcus ¢ Histoplasma. La tincion
argéntica se realiza en aproximadamente 2 h
(Figura 14.6). En todas las tinciones se requiere
experiencia para distinguir la morfologia de P. cari-
nii.

Preparacion de la muestra

1. Fluidificaciéon. Las muestras que contengan
mucosidad deben fluidificarse con un agente
mucolitico, afiadido en una proporcion entre
igual a dos veces el volumen de la muestra
(2-3 ml). Se deja actuar el mucolitico durante
15 min a temperatura ambiente. Si el volumen
de muestra fuera mayor (> 20 ml), se puede con-
centrar por centrifugacion antes de la adicion del
mucolitico.

2. Concentracion. Una vez fluidificada, centrifugar
la muestra a 1.300 g durante 5 min. Decantar el
sobrenadante y resuspender el sedimento con la
ayuda de una pipeta Pasteur.

3. Fijacion. Se coloca una gota del sedimento en el
centro de un portaobjetos. Se seca al aire y, en el
caso de realizar tincidon de Giemsa o tincidon
argéntica, se fija con metanol.

Tincion rapida de Giemsa

Se pueden utilizar técnicas comerciales como
Diff-Quik o Giemsa Plus.

1. Se afiaden 1 6 2 gotas de la solucion roja (solu-
cion 1) sobre la muestra, se deja actuar durante
10 segundos y se escurre.

2. Se afiaden 1 6 2 gotas de la solucién azul (solu-
cion 2), se deja durante 10 segundos, se escurre
y se lava muy ligeramente con agua desionizada.

3. Se deja secar y se procede a la observacion de la
muestra.
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Tinciéon de Giemsa

La solucion de trabajo se debe preparar
nueva cada dia a partir de la solucidon comercial,
diluyéndola al 1:20 en tampon fosfato conteniendo
0,01% de Triton X-100. En esta solucion se introdu-
ce el portaobjetos con la muestra fijada, mantenién-
dose durante 30 min. Al cabo de este tiempo, se
introduce en tampon fosfato, se escurre y se deja
secar al aire.

Tincion argéntica
(Gomori-Grocott modificada)

1. Cubrir el portaobjetos con la muestra fijada con
una solucion de acido cromico al 10%, dejando
actuar durante 10 min. Pasado este tiempo se
lava el portaobjetos con agua desionizada.

2. Cubrir con una solucién de metabisulfato sodico
al 1% durante 1 min.

3. Lavar con agua desionizada e introducir el porta-
objetos en un recipiente donde se ha preparado
previamente la solucion de trabajo de metenami-
na-nitrato de plata, con los siguientes componen-
tes en este orden: 20 ml de metenamina al 3%,
1 ml de nitrato de plata al 5%, 1,5 ml de borato
sodico al 5% y 17 ml de agua desionizada. Tapar
el recipiente e introducir en un microondas, al
50% de su potencia, durante aproximadamente
60 segundos (si el microondas no tuviese plato
giratorio, debe pararse a los 30 segundos, girar
el recipiente 90° y volver calentar otros
30 segundos). Posteriormente, mantener la solu-
cién caliente durante 2 min (deberd tomar un
color marrén oscuro).

4. En caso de que no se disponga de microondas,
se puede utilizar un bafio de agua a 80° C, donde
se coloca el recipiente con la solucion de tefiido
6 min antes de colocar en el mismo el portaobje-
tos. Se mantiene en esas condiciones durante
otros 5 min, debiendo cambiar el color de la
solucidon, como en el caso anterior, de marrén a
negro.

5. En ambos casos, transcurrido el tiempo corres-

Figura 14.6. Tincion argéntica de P. carinii. (Cortesia del
Dr. M. Alvarez).
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pondiente, sacar el portaobjetos y lavar con agua
desionizada.

. Sumergir y sacar el portaobjetos en una solucion

de cloruro de oro al 1%; seguidamente, lavar con
agua desionizada.

. Cubrir el portaobjetos con una solucion de tio-

sulfato sddico al 5% durante 1 min. Lavar de
nuevo con agua desionizada.

. Cubrir con una solucién al 0,2% de verde bri-

llante en acido acético glacial durante 1 min.
Lavar con agua desionizada, escurrir el portaob-
jetos y dejar secar.

Tinciones con anticuerpos

Uno de los puntos débiles de la observacion

microscopica de la muestra clinica es su escasa sen-
sibilidad, sobre todo cuando el hongo se encuentra
en una baja concentraciéon (Figura 14.7). En estos
casos pueden utilizarse anticuerpos dirigidos contra
antigenos especificos de los hongos para facilitar la
observacion y conseguir la identificacion del hongo.
La utilizacion de anticuerpos tiene particular interés
en la identificacion de P. carinii en muestras respi-
ratorias y en la identificacion de diversos hongos en
cortes histologicos, incluso después de que la fija-
cion impida su cultivo [2,3].

Técnica general

Reactivos

Anticuerpos monoclonales contra diversos hon-
gos (Dako).

Tampoén Fosfato Salino (PBS): NaH2PO- 0,386 g,
Na:HPO+ 1,02 g, NaCl 8,5 g, Agua destilada 1 1.
Ajustado a pH 7,2.

PBS-Azul de Evans-Tween 20 (PBS-ET):
Tween 20 0,5 ml, Azul de Evans 0,5 g, PBS 1 1.
Tampoén Carbonato-Bicarbonato: Na:COs 53 g,
NaH COs 42 g, Agua destilada 1 1. Ajustado a
pH 9,0.

Glicerina Tamponada: Glicerina 90 ml, Tampoén
Carbonato-Bicarbonato 10 ml.

Procedimiento

1.
2.

Los cortes histologicos se desparafinan y se
lavan con PBS durante 10 min.

La preparacion se cubre con 500 pl del anticuer-
po monoclonal especifico para el hongo busca-
do, diluido 1:50 en PBS-ET, y se incuba en
camara hiimeda a 37 °C durante 30 min.

. Tras la incubacion, el portaobjetos se lava en

PBS y se incuba de nuevo en las mismas condi-
ciones del paso anterior con un conjugado anti-

Figura 14.7. Inmunofluorescencia indirecta con un antisuero anti-
C. albicans para demostrar la presencia de Candida en tejido eso-
fagico.

Figura 14.8.. Tejido cerebral de un paciente con leucemia aguda
mieloblastica donde se observan elementos fungicos. a: Tincion
con Blankophor P; b: Tincién con anticuerpos anti-Aspergillus
observandose fluorescencia sobre los elementos fungicos.
(Reimpreso de la referencia Binder y Riichel [2] con el permiso de
los autores y de la editorial Blackwell Wissenschafts-Verlag Berlin,
GmbH).
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Monofluo Kit P. carinii
(Bio-Rad)

La prueba es una inmunofluorescencia
indirecta para detectar P. carinii en lavados bronco-
alveolares, aspirados bronquiales y esputos induci-
dos utilizando un anticuerpo monoclonal que
reacciona especificamente con un antigeno de la
pared del quiste de P. carinii.

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes reactivos y
materiales:

Papel absorbente

Guantes de latex

Micropipetas de 5, 20 y 250 ul

Pipetas de 1 y 10 ml

Pipetas Pasteur estériles

Tubos de centrifuga graduados de 10 6 25 ml
Portas para inmunofluorescencia

Centrifuga para tubos de 25 ml que permita la
centrifugacion a 1.500 rpm

Agitador para tubos.

Metanol

Estufa para incubar las muestras a 37 °C
Céamara humeda

Cubreobjetos

Microscopio de fluorescencia

Procesamiento de las muestras

El tratamiento inicial es distinto si se trata de un
esputo o de aspirados bronquiales y lavados
broncoalveolares.

Esputo

1. Afadir a 2-3 ml del esputo el mismo volumen de
dithiothreitol al 0,3% (1,5 g en 500 ml agua des-
tilada). Agitar e incubar 5 min a 37 bC.

2. Afadir un volumen igual de PBS y agitar hasta
conseguir una buena mezcla. Centrifugar a
1.500 rpm, 10 min.

3. Retirar el sobrenadante y resuspender el sedi-
mento con 500 ul de PBS. Si no se ha eliminado
todo el moco de la muestra, se repiten los pasos
ly2.

Aspirados bronquiales y lavados broncoalveolares

1. Se centrifuga la muestra a 1.500 rpm, 10 min.

2. Retirar el sobrenadante.

3. Se resuspende el sedimento en un pequefio volu-
men de PBS hasta que la densidad del material
no sea excesiva.
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Teécnica

1. Extender 20 pl de la muestra en el pocillo de un
portaobjetos para fluorescencia. Dejar secar a
37 bC.

2. Fijar la muestra con metanol y dejar evaporar a
temperatura ambiente.

3. Reconstituir el vial del enzima (R4) afiadiendo
250 pl de HCI diluido (R5) al vial. Mezclar bien.

4. Diluir el enzima 1/10 con eldiluyente (R3). Sélo
se diluye la cantidad que se va a utilizar en el
momento. La enzima sobrante no diluida se
mantiene activa 6 meses a 2-8 PC.

5. Colocar sobre cada pocillo que contenga la
muestra 20 ul de enzima diluido. Incubar exacta-
mente 30 min a 37 PC en camara humeda.

6. Lavar con agua destilada y dejar secar al aire.

7. A cada uno de los pocillos que contienen la
muestra se afladen 20 pl del anticuerpo anti-
P. carinii (R1). Debe comprobarse que todo el
pocillo esta cubierto por el reactivo. Incubar
durante 15 min a 37 PC en camara humeda.

8. Lavar con agua destilada y dejar secar al aire.

9. Anadir 20 pl del anticuerpo secundario conjuga-
do con FITC (R2) a todos los pocillos e incubar
durante 15 min a 37 PC en camara humeda.

10. Lavar con agua destilada y dejar secar al aire.

11. Montar el portaobjetos con el liquido de montaje
(R6) y examinar con un microscopio de fluores-
cencia.

Interpretacion de los resultados

Al observar la muestra al microscopio de fluo-
rescencia, los quistes de P. carinii presentan una
fluorescencia amarilla (Figura 14.9). Las mues-
tras que contengan 5 0 mas quistes se consideran
positivas. Las que contengan entre 1 y 5 quistes
se consideran dudosas y deben ser repetidas.
Si no se observan quistes fluorescentes la prueba
se considera negativa.

Figura 14.9. Observacién de quistes de P. carinii
mediante inmunofluorescencia indirecta.
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14.3. Deteccion de antigeno

14.3.1. Aplicaciones a las micosis
habituales en nuestro medio

Criptococosis

La deteccion de antigeno capsular en liqui-
dos organicos y especialmente en liquido cefalorra-
quideo (LCR) es de especial interés ante la sospecha
de meningitis criptocdcica. Ello se debe en gran
parte a la rapidez, sencillez técnica y especificidad
de la prueba que permite el diagndstico, en 10-15
min, de aproximadamente el 99% de las meningitis
criptocdcicas [5] y el 67% de las criptococosis dise-
minadas [6]. El cultivo y aislamiento de C. neofor-
mans puede requerir varios dias debido a que se
trata de una levadura de lento crecimiento.

Habitualmente se utilizan dos tipos de técni-
cas, una cualitativa y otra cuantitativa. La técnica
cualitativa se emplea para diagnosticar nuevos casos
de criptococosis o para confirmar reinfeccion espe-
cialmente en el sida. La técnica consiste en la detec-
cion de antigeno capsular criptocécico, que es de
naturaleza polisacaridica, mediante anticuerpos
monoespecificos dirigidos frente a ¢l y unidos a par-
ticulas de latex. La aglutinacion de estas particulas
tras la reaccion antigeno-anticuerpo se detecta a
simple vista. Esta técnica emplea como control de
aglutinacion (latex de control) particulas de latex
con inmunoglobulinas inespecificas de conejo con
el fin de detectar reacciones positivas falsas y asi
aumentar la especificidad de la técnica. La técnica
cuantitativa se emplea habitualmente para el segui-
miento de la evolucion de pacientes ya diagnostica-
dos mediante el titulo de antigeno capsular presente
en la muestra clinica, que generalmente es suero o
LCR. Es util para conocer la eficacia del tratamiento
antifungico aplicado.

Crypto-LA Test
(Wampole Labs.)

La muestra mas adecuada es LCR, pero la
deteccion de antigeno también puede realizarse en
suero.

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes reactivos y

materiales:

» Tubos conicos de centrifuga (15 ml)

» Centrifuga equipada con adaptadores para tubos
de 15 ml

Tubos de ensayo de vidrio

Parafilm

Hornillo de mesa

Portaobjetos desengrasados y cubreobjetos
Pipetas de 20-100 pl

Agitador orbital (160 rpm)

Pipetas de plastico desechables
2-mercaptoetanol (Merck)

e o o o o o o o

Almacenamiento y transporte de las muestras de
suero y/o LCR

1. Procesamiento en menos de 48 h: refrigerar a
2-8 °C.

2. Procesamiento después de 48 h: congelar a
—20 °C. No congelar y descongelar innecesaria-
mente.

3. Envio a centros de referencia: afiadir timerosal a
1:10.000, envasar adecuadamente y enviar a
temperatura ambiente.

Procesamiento del LCR

1. Realizar la puncion lumbar del modo mas asépti-
co posible. El volumen minimo requerido para la
realizacion de la prueba es de 0,2 ml, pero se
aconseja un mayor volumen para realizacion de
otras pruebas como bioquimica, recuento celu-
lar, tinta china y cultivos.

. Centrifugar a 1.000 g durante 10 min.

. Extraer al menos 0,2 ml del sobrenadante y
depositarlos en el fondo de un tubo de vidrio,
que se sella con parafilm.

4. En un bafio a 56 °C sumergir el fondo del tubo
durante 30 min para inactivar el sistema de com-
plemento. Dejar enfriar hasta que la muestra
alcance la temperatura ambiente. Como alterna-
tiva puede hervirse durante 5 min a 100 °C.

W N

Procesamiento del suero

1. Extraer asépticamente 5 ml de sangre por veno-
puncion en un tubo libre de anticoagulantes. El
volumen minimo para la realizacion de la prueba
es de 0,2 ml de suero por lo que se precisa extra-
er un volumen minimo de 0,5 ml de sangre total.
Esta prueba no debe realizarse sobre plasma.

2. Permitir la formacion de coagulo dejando el tubo

en reposo durante 30 min a 21-25 °C.

. Centrifugar a 1.000 g durante 15 min.

. Transferir al menos 0,2 ml de suero al fondo de

un tubo de vidrio que se sella con parafilm.

5. En un bafio a 56 °C sumergir el fondo del tubo
durante 30 min para inactivar el sistema de com-
plemento. Dejar enfriar hasta que la muestra

AW
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alcance la temperatura ambiente. Como alterna-
tiva puede hervirse durante 5 min a 100 °C.

Técnica cualitativa

1. Habitualmente se emplea una placa de vidrio
con las celdillas excavadas para depositar sobre
¢l los diferentes reactivos. Se comienza marcan-
do un par de celdillas por cada muestra a probar,
una para el latex reactivo y otra para el latex
control.

2. Se afiaden 50 pl de muestra a cada celdilla del
par.

3. Se afiaden 50 pl de control positivo en su celdi-
lla y 50 pl de control negativo en la suya. Es
recomendable colocar los controles en el otro
extremo de la placa de vidrio para evitar mez-
clas de muestras y controles en la fase de agita-
cion.

4. Se afiaden 50 pl de latex reactivo en las celdillas
superiores y en los controles positivo y negativo.

5. Se afiaden 50 ul de latex control en las celdillas
inferiores de la placa de vidrio.

6. Con diferentes palillos, se mezclan los reactivos
y las muestras dentro de cada celdilla y lo
mismo se hace con los controles positivo y
negativo.

7. Se coloca la placa de vidrio en un agitador por
rotacion a 160 rpm durante 10 min.

Lectura e interpretacion de los resultados

Colocar la placa de vidrio bajo una luz potente y
sobre fondo oscuro en busca de aglutinaciéon
visible a simple vista. Lo primero que se debe
mirar es el control positivo. La interpretacion de
los resultados sera la siguiente:

Control positivo: presencia de aglutinacion en la
celdilla con latex reactivo y ausencia en la de
latex control.

Control negativo: ausencia de aglutinaciéon en
ambas celdillas de latex reactivo y de latex con-
trol.

Muestra positiva: aglutinacion en la celdilla de latex
reactivo con ausencia de aglutinaciéon en la cel-
dilla de latex control. Si también se obtiene
aglutinacion en la celdilla de latex control la
prueba se considera positiva.

Muestra negativa: ausencia de aglutinacion en la

celdilla de latex reactivo con independencia de
la presencia de aglutinacion o no en la celdilla
de latex control.

Técnica cuantitativa

1. Preparar una bateria de 8 tubos por cada muestra
y una mas para el control positivo, rotulando
cada uno de los tubos.

2. Pipetear 250 pl de diluyente de muestra en cada
uno de los 8 tubos para obtener diluciones seria-
das de 1:2 hasta 1:256.

3. Pipetear 250 pl de muestra o de control positivo
en el primer tubo de cada serie.

4. Mezclar con la pipeta la muestra y el diluyente
en el primer tubo y transferir 250 pl al siguiente
tubo, mezclar y repetir sucesivamente hasta el
octavo tubo. Hacer lo mismo con la bateria de
tubos de dilucién del control positivo.

5. Emplear una placa de vidrio por cada
muestra/paciente y afiadir 50 pl de cada tubo a
cada par de celdillas (de latex reactivo y de latex
control) comenzando por la muestra mas diluida
para evitar el efecto arrastre.

6. Afadir 50 pl de latex reactivo en cada una de las
8 celdillas, mezclando bien con un bastoncillo
diferente cada vez.

7. Afadir 50 pl de latex control en cada una de las
8 celdillas de control y mezclar bien cada una de
ellas.

8. Rotar durante 10 min a 160 rpm en un agitador-
rotador.

Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura se realiza de forma analoga a la de la
técnica cualitativa.

Resultado positivo: diluciéon mas alta en que se
observa aglutinacion visible en la celdilla de
reaccion con ausencia de aglutinacion en la cel-
dilla de control. Cuando las celdillas de control
muestran aglutinacion se considera el resultado
positivo cuando hay una diferencia de al menos
cuatro diluciones entre la aglutinacion de la cel-
dilla reactiva y la de control.

Resultado negativo: la técnica cuantitativa se
emplea cuando la cualitativa haya sido positiva.
Sin embargo, puede ocurrir que sea positiva en
la muestra sin diluir pero al diluir al 50%

Unos consejos...

visible a simple vista y no deja lugar a dudas.

- Si aparece aglutinacion en la celdilla de latex control del control positivo o en alguna de las celdillas del control nega-
tivo, la prueba es invalida y debe repetirse. La aglutinacion del control positivo es evidente a los pocos minutos,

» La sensibilidad de las diferentes técnicas comercializadas varia entre el 93% y el 100% con un 93-98% de especifici-
dad. Puede haber falsos positivos debidos a la presencia de factor reumatoide o en pacientes con lupus o
sarcoidosis, que desaparecen al tratar el suero con pronasa o 2-mercaptoetanol. También se han descrito falsos
positivos al arrastrar medio de cultivo de agar chocolate junto con la colonia, asas de platino o desinfectantes.
La prueba es positiva en la infeccion sistémica por Trichosporon beigelii.
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(primera dilucién) no se obtenga aglutinacion.
En este caso el resultado de la técnica cualitativa
debe interpretarse como negativo.

Deteccion de antigeno capsular con
anticuerpos monoclonales

Recientemente se han comercializado técni-
cas de deteccion de antigeno capsular criptococico
basadas en EIA con anticuerpos monoclonales como
Premier EIA Assay (Meridian Diagnostics). Estas
técnicas son rapidas y especificas y no presentan
falsos positivos en pacientes con lupus o debido a la
presencia de factor reumatoide. Ademas, se han
empleado con éxito sobre muestras de orina de
pacientes con meningitis criptococica, con alto
grado de correlacion con la antigenemia en LCR, y
constituyen una alternativa menos invasora en estos
pacientes.

Candidiasis

A pesar del gran numero de antigenos estu-
diados, la deteccion de antigeno en pacientes con
candidiasis invasora no ha permitido solucionar el
problema diagndstico que presenta esta micosis y no
existe una prueba aceptada universalmente. La
deteccion de manano parece ser mas sensible y
especifica que el Cand-Tec y, ya que la deteccion de
manano por aglutinacién de particulas de latex
puede estar al limite de deteccion de la técnica, es
posible que el formato ideal para su deteccion sea
un ELISA como el que se ha comercializado recien-
temente. La comercializacion de pruebas para la
deteccion de antigenos de Candida deberia haber
facilitado el diagndstico seroldgico de la candidiasis
invasora al disponerse de pruebas estandarizadas.
Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el
momento son poco esperanzadores al haberse retira-
do del mercado varias pruebas, presentando las que
quedan bastante variabilidad en las evaluaciones
realizadas. Dado que la antigenemia en los pacientes
con candidasis invasora es transitoria, es posible que
se necesite la combinacion de técnicas que detecten
diferentes antigenos o epitopos para aumentar la
sensibilidad diagndstica [7].

Platelia Candida Ag
(Bio-Rad)

Es un ELISA que detecta manano en suero
utilizando el anticuerpo monoclonal EBCA1. Este
anticuerpo reconoce residuos 3-1,5 del manano de
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. guillier-
mondii, C. parapsilosis y C. pseudotropicalis pero
no de C. krusei. El limite de deteccion de la prueba
es 0,25 ng/ml de suero. Para aumentar su rendimien-
to, el fabricante aconseja utilizarla conjuntamente
con la técnica de deteccion de anticuerpos Platelia
Candida Ac/Ak/Ab.

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

 Pipetas de 50, 100, 300 y 1.000 pl.

e Tubos Eppendorf o similares de 1,5 ml con
tapones herméticos que resistan el calentamiento
a 100 °C.

» Centrifuga para tubos de 1,5 ml que permita la

centrifugacion a 10.000 g.

Agitador para tubos.

Bafio para hervir las muestras.

Bafio o estufa para incubar las muestras a 37 bPC.

Lavador de microplacas.

Lector de microplacas equipado con filtros de

450 y 620 nm.

Almacenamiento y transporte de las muestras de
suero

1. Procesamiento en menos de 24 h: refrigerar a
2-8 °C.

2. Procesamiento después de 24 h: congelar a
—80 °C. No congelar y descongelar innecesaria-
mente.

Procesamiento del suero

1. Extraer asépticamente la sangre por venopun-
cién en un tubo libre de anticoagulantes.
Permitir la formacion de coagulo dejando el tubo
en reposo durante 30 min a 21-25 °C. Retirar
rapidamente el codgulo para evitar la hemolisis
del suero.

2. Se introducen 300 pl del suero a estudiar en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml.

3. Se afiaden 100 pl de la solucion de tratamiento
proporcionada con la prueba. Cerrar el tubo con
tapon hermético.

4. En un bafio con agua hirviendo sumergir el
fondo del tubo durante 3 min para liberar el
manano de los complejos con los anticuerpos.

5. Centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.
Retirar el sobrenadante para la deteccion de
manano.

Técnica

1. Se afiaden 50 pl de conjugado a cada uno de los
pocillos de las placas de la prueba que se vayan
a utilizar.

2. Se afiaden 50 pl del sobrenadante de cada uno
de los sueros tratados en su pocillo. En pocillos
diferentes, se afiaden también 50 ul de los sueros
negativo y positivo, asi como de los calibradores
para la realizacion de la curva patron.

3. Se cubren los pocillos con plastico adhesivo y se
incuban a 37 °C durante 90 min.

4. Se lavan los pocillos 5 veces rellenandolos cada
vez con 370 pul de la solucidén de lavado y se
secan invirtiéndolos sobre papel de filtro.

5. Se afiaden 200 pl de la solucidn sustrato-cromo-
geno a cada uno de los pocillos y se incuba en la
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oscuridad, a temperatura ambiente, durante
30 min.

6. Se afladen 100 pl de la solucién de parada a
cada pocillo, utilizando el mismo orden que se
siguiod para anadir el sustrato.

7. Se limpia el fondo de los pocillos y se lee la
densidad optica a 450 nm (referencia 620 nm)
utilizando un lector de placas. Esto debe hacerse
dentro de los 30 min siguientes a realizarse la
parada de la reaccion.

Interpretacion de los resultados

Previamente, preparar la recta patron utilizando
los resultados de los calibradores. Calcular la
concentracion de antigeno de cada muestra por
extrapolacion de la densidad oOptica en la curva
patréon. En cada realizacion la prueba debe ser
validada de acuerdo a las densidades Opticas y
rangos proporcionados por el fabricante. La
interpretacion de los resultados sera la siguiente:

Unos consejos...

* Los sueros con concentraciones superiores a
2,5 ng/ml deben diluirse 1:5 con el suero control
negativo y volverse a estudiar.

e El tratamiento del suero para liberar el manano
de los inmunocomplejos es un paso critico en
la técnica. Debe asegurarse que los tubos
permanecen el tiempo requerido a 100 °C.

* Un resultado negativo no excluye el diagnéstico
de candidiasis invasora, ya que la mananemia es
de corta duracion. Se ha demostrado la existencia
de una relacion complementaria entre los titulos
de anticuerpos anti-manano y los titulos de mana-
no, por lo que un suero de un paciente a riesgo de
desarrollar una candidiasis invasora que no tenga
manano puede tener altos titulos de anticuerpos
anti-manano y viceversa [11].

* La prueba puede ser positiva en pacientes
tratados con Expafusin, debido a la reactividad del
anticuerpo monoclonal con el almidon.

ELISA comercializado permite el diagndstico de la
aspergilosis invasora con una especificidad del 81-
95,4% vy una sensibilidad del 82,5-96,2% [8]. Esta
prueba es mas sensible que el latex Pastorex
Aspergillus y se ha demostrado que es positiva antes
de que aparezca la sintomatologia clinica.

Platelia Aspergillus
(Bio-Rad)

La prueba es un ELISA que detecta galacto-
manano en suero utilizando el anticuerpo monoclo-
nal EBA-2, que reconoce el galactomanano de
A. fumigatus, A. flavus y A. niger. El limite de
deteccion de la prueba es 1 ng/ml de suero.

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

 Pipetas de 50, 100, 300 y 1.000 pl.

e Tubos Eppendorf o similares de 1,5 ml con
tapones herméticos que resistan el calentamiento
a 100 °C.

+ Centrifuga para tubos de 1,5 ml que permita la
centrifugacion a 10.000 g.

 Agitador para tubos.

 Baiio para hervir las muestras.

 Baifio o estufa para incubar las muestras a 37 °C.

» Lavador de microplacas.

» Lector de microplacas equipado con filtros de
450y 620 nm.

Almacenamiento y transporte de las muestras de

Resultado positivo:
concentracion superior a 0,5 ng/ml.

Resultado intermedio:
concentracion entre 0,25 y 0,5 ng/ml.

Resultado negativo:
concentracion inferior a 0,25 ng/ml.

Aspergilosis

La deteccion de antigeno se considera la
posibilidad mas interesante para el diagnostico de la
aspergilosis invasora en pacientes inmunodeprimi-
dos. La deteccion de galactomanano mediante un

Unos consejos...

* La realizacién de la prueba se debe llevar a cabo
en condiciones ambientales 6ptimas, en una habi-
tacion donde no se realicen cultivos de A. fumiga-
tus, evitando el contacto de los conidios que
puedan estar presentes en el aire con el medio de
los tampones, soluciones y material que entra en
contacto con las muestras. Dicho material debe
ser desechable y encontrarse en condiciones 6pti-
mas de limpieza y esterilizacion.

* La prueba se debe realizar siguiendo meticulosa-
mente las indicaciones del fabricante. Unicamen-
te, si el volumen de suero es escaso, puede
utilizarse la mitad de los volimenes indicados por
el fabricante para el pretratamiento de las mues-
tras. Tal modificacion no afecta a la prueba ELISA
en si.
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suero

1. Procesamiento en menos de 24 h: refrigerar a
2-8 °C.

2. Procesamiento después de 24 h: congelar a
—80 °C. No congelar y descongelar innecesaria-
mente.

Procesamiento del suero

1. Extraer asépticamente la sangre por venopun-
cioén en un tubo libre de anticoagulantes.
Permitir la formacion de coagulo dejando el tubo
en reposo durante 30 min a 21-25° C. Retirar
rapidamente el coagulo para evitar la hemolisis
del suero.

2. Introducir 150 pl del suero a estudiar en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml.

3. Afadir 50 pl de la solucién de tratamiento pro-
porcionada con la prueba (EDTA). Cerrar el
tubo con tapon hermético y homogenizar.

4. En un bafio con agua hirviendo sumergir el
fondo del tubo durante 3 min para liberar el
galactomanano de los complejos con los anti-
cuerpos.

5. Centrifugar a 10.000 g durante 10 min. Retirar el
sobrenadante para la deteccion de galactomana-
no.

Técnica

1. Los sueros liofilizados control se recomponen
afladiendo 1 ml de agua destilada ultrapura esté-
ril y esperando 2 6 3 min para permitir la rehi-
dratacion del suero, tras la cual se mezcla bien
con la pipeta.

2. Se afiaden 50 pl de conjugado a cada uno de los
pocillos de las placas de la prueba que se vayan
a utilizar.

3. Se afiaden 50 pl del sobrenadante de cada uno
de los sueros tratados en su pocillo. En pocillos
diferentes, se afiaden también 50 pul de los sueros
negativo y positivo, asi como de los patrones
para la realizacion de la curva patron.

4. Se cubren los pocillos con plastico adhesivo y se
incuban a 37 PC durante 90 min.

5. Se lavan los pocillos 5 veces rellenandolos cada
vez con 370 pl de la solucién de lavado diluida
1/10 y se secan invirtiéndolos sobre papel de fil-
tro.

6. Se afiaden 200 pl de la solucién sustrato-cromo-
geno, preparada mezclando el cromogeno con el
tampon substrato (dilucion 1/50), a cada uno de
los pocillos y se incuban en la oscuridad, a tem-
peratura ambiente, durante 30 min.

7. Se afiaden 100 pl de la solucién de parada a cada
pocillo, utilizando el mismo orden que se siguid
para afiadir el sustrato.

8. Se limpia el fondo de los pocillos y se lee la den-
sidad optica a 450 nm y 620 nm utilizando un
lector de placas. Esto debe hacerse dentro de los
30 min siguientes a realizarse la parada de la
reaccion.

Interpretacion de los resultados
Para interpretar los resultados se debe calcular
del indice “i”, aplicando la siguiente ecuacion:
DOm

DOsu
DOm = densidad optica de la muestra
DOsu = densidad optica del suero umbral

Siempre que se realice, la prueba debe ser
validada de acuerdo a las densidades opticas e
intervalos proporcionados por el fabricante.
La interpretacion de los resultados sera la siguiente:

Resultado positivo: 1>1,5
Resultado intermedio: 1,0<i<1,5

Resultado negativo: 1<1,0

14.4. Deteccion de anticuerpos

14.4.1. Aplicaciones a las micosis
habituales en nuestro medio

Criptococosis

La deteccion de anticuerpos en pacientes con
criptococosis no tiene utilidad diagnoéstica.
Sin embargo, en un modelo de criptococosis animal
se ha demostrado recientemente que la cinética de
anticuerpos frente a antigenos de naturaleza proteica
de C. neoformans puede servir para predecir la
evolucion de la enfermedad [9].

Candidiasis

En los altimos afios, se ha cuestionado la uti-
lidad de la deteccion de anticuerpos anti-Candida en
pacientes con candidiasis invasora debido a que
puede presentar dos limitaciones importantes: i) la
deteccion de titulos altos de anticuerpos en pacien-
tes que estan solamente colonizados por Candida y
ii) la respuesta de anticuerpos puede estar retrasada,
reducida o no existir en pacientes inmunodeprimi-
dos. Sin embargo, estos problemas podrian resolver-
se eligiendo los antigenos apropiados y utilizando
técnicas lo suficientemente sensibles para detectar
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titulos bajos de anticuerpos. Las pruebas comerciali-
zadas actualmente detectan anticuerpos contra el
manano, la enolasa y los antigenos del micelio de
C. albicans. Estas pruebas deben utilizarse para
estudiar muestras seriadas del paciente, lo que per-
mite analizar la evolucion de los titulos de anticuer-
po y su correlacion con los datos clinicos y
microbioldgicos [7].

Aspergilosis

La deteccion de anticuerpos especificos en
suero es, desde hace muchos afios, una prueba com-
plementaria clasica para confirmar el diagndstico
del aspergiloma pulmonar y de la aspergilosis bron-
copulmonar alérgica (ABPA). Las técnicas emplea-
das han sido muy diversas, siendo la mas clasica la
inmunodifusién (ID) en sus diferentes variantes y
modificaciones. Sin embargo, estas técnicas clasicas
disponibles comercialmente presentan una serie de
problemas: 1) falta de estandarizacion en los proce-
dimientos de extraccion de los antigenos de
Aspergillus, debido a los medios de cultivo emplea-
dos, las condiciones de incubacion (tiempo de incu-
bacidn, temperatura, etc.) y a los procedimientos de
extraccion y purificacion, y ii) variabilidad antigéni-
ca generada por estas mismas causas, que origina
una falta de concordancia en los resultados obteni-
dos por los diferentes laboratorios y reacciones cru-
zadas entre diferentes especies de Aspergillus o con
otros hongos.

En la ultima década se ha avanzado mucho
en la caracterizacion de los antigenos de 4. fumiga-
tus (el agente etiologico mas importante). Entre los
cientos de antigenos descritos se ha conseguido
caracterizar cuatro de los mas importantes: la catala-
sa CAT1 (90 kDa) [10], la dipeptidildipeptidasa
también llamada quimotripsina (79 kDa), la restric-
tocina (18 kDa) y el galactomanano (residuo polisa-
caridico unido a distintas proteinas). Los dos
primeros son fuertemente inmunogénicos y se utili-
zan ampliamente para la deteccion de anticuerpos.
En la ABPA se detectan anticuerpos contra A. fumi-
gatus especificos de la clase IgG en casi el 100% de
los casos.

Varias técnicas pueden utilizarse para poner
en evidencia la presencia de anticuerpos especificos
frente a Aspergillus en pacientes con aspergiloma
pulmonar. Las mas utilizadas se basan en la inmu-
noprecipitacion y detectan la formacion de lineas de
precipitacion llamadas precipitinas que se forman
por la reaccion antigeno-anticuerpo. Hay numerosas
variantes de esta técnica, pero las dos mas amplia-
mente empleadas son la inmunodifusion (doble
difusion, técnica de Ouchterlony) y la contrainmu-
noelectroforesis, que es una aceleracion de la ante-
rior utilizando campos eléctricos.
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14.4.2. Técnicas comercializadas

Platelia Candida Ab/Ac/Ak
(Bio-Rad)

La prueba es un ELISA que detecta anticuer-
pos anti-manano en suero.

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

+ Pipetas de 20, 100 y 400 pl.

 Tubos para realizar diluciones.

 Agitador para tubos.

 Baiio o estufa para incubar las muestras a 37 °C.

» Lavador de microplacas.

 Lector de microplacas equipado con filtros de
450 y 620 nm.

Almacenamiento y transporte de las muestras de
suero

1. Procesamiento en menos de 24 h: refrigerar
a2-8 °C.

2. Procesamiento después de 24 h: congelar a
—80 °C. No congelar y descongelar innecesaria-
mente.

Procesamiento del suero

Extraer asépticamente la sangre por veno-
puncién en un tubo libre de anticoagulantes.
Permitir la formaciéon de coagulo dejando el tubo
en reposo durante 30 min a 21-25 °C. Retirar rapi-
damente el coagulo para evitar la hemolisis del
suero.

Técnica

1. Diluir el suero a estudiar realizando dos dilucio-
nes sucesivas 1:81 (10 pl del suero + 800 pl de
diluyente). Se realiza la misma operaciéon con
los controles positivo y negativo y se preparan
los calibradores para la realizacion de la curva
patron.

2. Se afiaden 100 pl de cada uno de los sueros
diluidos en su pocillo. En pocillos diferentes, se
afladen también 100 pl de los sueros negativo y
positivo, asi como de los calibradores para la
realizacion de la curva patron.

3. Se cubren los pocillos con pléstico adhesivo y se
incuban a 37 °C durante 60 min.

4. Se lavan los pocillos 4 veces rellenandolos cada
vez con 370 pul de la solucion de lavado y se
secan invirtiéndolos sobre papel de filtro.

5. Se afiaden 100 pl del conjugado a cada uno de
los pocillos.

6. Se cubren los pocillos con plastico adhesivo y se
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incuban a 37 °C durante 60 min.

7. Se lavan los pocillos 4 veces rellenandolos cada
vez con 370 pul de la solucion de lavado y se
secan invirtiéndolos sobre papel de filtro.

8. Se afiaden 200 pl de la solucion de revelado a
cada uno de los pocillos y se incuba en la oscuri-
dad, a temperatura ambiente, durante 30 min.

9. Se afiaden 100 pl de la solucion de parada a cada
pocillo, utilizando el mismo orden que se siguid
para afiadir la solucion de revelado.

10. Se limpia el fondo de los pocillos y se lee la den-
sidad optica a 450 nm (referencia 620 nm) utili-
zando un lector de placas. Esto debe hacerse
dentro de los 30 min siguientes a realizarse la
parada de la reaccion.

Lectura e interpretacion de los resultados

Preparar la recta patrén utilizando los resul-
tados de los calibradores. Calcular la concentracion
de anticuerpos anti-Candida de cada muestra por
extrapolacion de la densidad dptica en la curva
patron. En cada ensayo la prueba debe ser validada

Unos consejos...

* Los sueros con concentraciones superiores a
20 AU/ml deben diluirse 1:4 con el suero control
negativo y volverse a estudiar. La concentracion
obtenida se multiplicara por cuatro.

» La presencia de anticuerpos anti-Candida es el
resultado de una infeccion presente o pasada.
Una variacion importante en el titulo de anticuer-
pos anti-Candida puede constituir una evidencia
de infeccion activa por Candida y debe confirmar-
se con los datos clinicos del paciente. Un resulta-
do negativo no excluye el diagndéstico de
candidiasis invasora en pacientes inmunodeprimi-
dos, ya que su capacidad para producir anticuer-
pos puede estar disminuida. Se ha demostrado la
existencia de una relacién complementaria entre
los titulos de anticuerpos anti-manano y los titulos
de manano, por lo que un suero de un paciente a
riesgo de desarrollar una candidiasis invasora que
no tenga manano puede tener altos titulos de anti-
cuerpos anti-manano y viceversa [11].

de acuerdo a las densidades opticas y rangos propor-
cionados por el fabricante. La interpretacion de los

resultados sera la siguiente:

Resultado positivo:

concentracion superior a 10 AU/ml.
Resultado intermedio:

concentracion entre 5y 10 AU/ml.

Resultado negativo:
concentracion inferior a 5 AU/ml.

Anticuerpos antimicelio
(Vircell)

La prueba es una inmunofluorescencia
indirecta para detectar anticuerpos contra antigenos
del micelio de C. albicans en el diagnoéstico y segui-
miento de la candidiasis invasora [7].

Reactivos y material

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

» Papel absorbente

» Guantes de latex

* Micropipetas de 20 y 250 ul

» Pipetas Pasteur estériles

» Tubos o placas de microtitulacion para realizar
diluciones seriadas

» Centrifuga para tubos Eppendorf que permita la
centrifugacion a 2.000 rpm

+ Agitador orbital para tubos

 Estufa para incubar las muestras a 37 PC

» Céamara humeda

« Cubreobjetos

* Microscopio de fluorescencia

Procesamiento del suero

La existencia de anticuerpos antimanano en la
mayoria de las personas hace que casi todos los
sueros contengan anticuerpos que reaccionan
con la superficie de las fases levaduriforme y
micelial de C.albicans (Figura 14.10a).
Para poder observar la existencia de anticuerpos
contra la fase micelial (anticuerpos antimicelio)
(Figura 14.10b), el suero debe adsorberse con
levaduras de C. albicans inviables por calenta-
miento.

1. Afadir 80 pl de diluyente a uno de los viales que
contienen el adsorbente y afiadir 20 pl del suero
a estudiar, previamente diluido 1/4 con diluyen-
te. Agitar bien e incubar 60 min a temperatura
ambiente en un agitador orbital.

2. Centrifugar a 2.000 rpm 10 min y retirar el
sobrenadante.

3. Realizar diluciones seriadas del suero adsorbido.
Dado que, con el tratamiento, el suero se
encuentra diluido 1/20, realizar 3 diluciones
dobles para conseguir el suero diluido a 1/40,
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1/80y 1/160.

Técnica

1.

Ya que los portaobjetos de la prueba tienen 10
pocillos, se pueden estudiar dos sueros en un
portaobjetos. Afiadir 20 pl de cada una de las
diluciones del suero (1/20, 1/40, 1/80 y 1/160) a
cuatro pocillos de una misma fila de un portaob-
jetos. En los dos pocillos restantes afiadir 20 pl
de los sueros control positivo y negativo propor-
cionados con la prueba.

-

Figura 14.10. Observacion mediante inmunofluorescencia
indirecta. a: anticuerpos antimanano; b: anticuerpos antimi-
celio de C. albicans.

. Incubar durante 30 min a 37 °C en camara

humeda.

. Lavar tres veces con PBS y dejar secar al aire o

con una corriente de aire frio.

. Afiadir 20 pl del anticuerpo secundario conjuga-

do con FITC a todos los pocillos e incubar
durante 30 min a 37 °C en camara humeda.

. Lavar tres veces con PBS y dejar secar al aire o

con una corriente de aire frio.

. Montar el portaobjetos con el liquido de montaje

y examinar con un microscopio de fluorescencia.

Interpretacion de los resultados

Al observar la muestra al microscopio, la fluo-
rescencia debera estar restringida a la fase mice-
lial (Figura 14.10b). Las levaduras no deben
presentar fluorescencia y aparecen de color rojo.
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En el caso de que las levaduras presenten fluo-
rescencia, el suero probablemente tiene titulos
muy elevados de anticuerpos antimanano y, por
tanto, el suero adsorbido la primera vez debe
adsorberse de nuevo y repetirse la prueba. La
presencia de anticuerpos antimicelio a un titulo
igual o superior a 160 es compatible con una
candidiasis invasora en un paciente inmunocom-
petente. Titulos menores pueden ser significati-
vos en pacientes inmunodeprimidos. Si no se
observan micelios fluorescentes la prueba se
considera negativa.

Deteccidén de anticuerpos frente
a antigenos de Aspergillus
(Bio-Rad)

Estas técnicas detectan precipitinas frente a

antigenos de diversas especies de Aspergillus.

Reactivos y material

Extractos antigénicos (6): Antigeno somatico
(extracto de micelio) y metabolico (filtrado de
cultivo) de A. fumigatus y Ag metabodlico de:
A. flavus, A. nidulans, A. niger y A. terreus.
Se presentan en frascos separados, liofilizados, y
se reconstituyen con 1 ml de agua destilada. Una
vez resuspendidos deben conservarse a —20 °C
para evitar degradacion de los antigenos.

Sueros control positivo (6): son sueros de conejo
inmunizados frente a cada extracto antigénico:
dos para A. fumigatus (Ag somatico y metabdli-
co) y uno para cada una de las restantes cuatro
especies.

Azul de Coomassie: Tincion: disolver 1 g de
Coomassie Brilliant Blue R-250 en 90 ml de eta-
nol; después afiadir 20 ml de acido acético gla-
cial y 90 ml de agua destilada. Esta solucion
puede reutilizarse muchas veces. Destincion:
emplear la misma mezcla pero sin azul de
Coomassie.

Tampon veronal pH 8,2: disolver 15,85 g de bar-
bital sodico en 1.000 ml de agua destilada y 23 ml
de HCI IN. Opcionalmente puede emplearse tam-
pon barbital-barbital s6dico-Tris glicina pH §,8.
Tampon barbital-barbital sodico-Tris glicina pH 8,8:
Solucion A: mezclar 65 g de barbital sodico y
23 ml de HCI IN en 1.000 ml de agua desioniza-
da. Solucion B: mezclar 281 g de glicina, 226 g
de Tris y 5.000 ml de agua desionizada.

Ambos tampones se mezclan a partes iguales
dependiendo del volumen de la cubeta de elec-
troforesis, obteniendo el tampon de electrofore-
sis, que tiene un pH de 8,8 y es 0,08 M.

Agarosa al 1% (peso/volumen): disolver 10 g de
agarosa en 500 ml de agua destilada, llevar hasta
la ebullicion. Dejar enfriar hasta 60 °C y afiadir
500 ml de tampon veronal pH 8,2.

Deteccion de actividad catalasa: mezclar 0,3 ml
de peroxido de hidrogeno al 30% con 50 ml de
tampon Tris 0,05 M pH 7,4. Solucién de fija-
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cion: acido acético al 5% en agua destilada.

» Deteccion de actividad quimotripsina: Solucion
A: disolver 5 mg de naftil éster de N acetil DL
fenilalanina en 2 ml de dimetilformamida.
Solucién B: disolver 10 mg de Diazoblue B en
18 ml de tampon Tris 0,05 M pH 7,4. Solucion
de fijacion: acido acético al 2% en agua destilada.

Ademas de los reactivos se necesitan los
siguientes materiales:

» Pipetas de 20, 100 y 400 pl

» Tubos para realizar diluciones

» Agitador para tubos

 Baifio termostatizado

 Placas de petri redondas o cuadradas para la
técnica de inmunodifusion

» Portaobjetos desengrasados para la técnica de
contrainmunoelectroforesis

» Cubeta de electroforesis

Técnica de Ouchterlony
(Bio-Rad)

También denominada doble difusion, consis-
te en dejar difundir el suero problema y los extrac-
tos antigénicos en pocillos separados de una placa
de agarosa, permitiendo la migracion de antigenos y
anticuerpos especificos hasta un punto en el que
reaccionan y originan unos arcos de precipitacion
(precipitinas) visibles a simple vista o mediante tin-
cion de Coomassie. Existen numerosas variantes de
esta técnica que afectan tanto al tipo de soporte
empleado (placa petri redonda o cuadrada, portaob-
jetos) como al nimero y disposicion de los pocillos,
diluciéon de sueros, extractos antigénicos, etc. En el
presente Capitulo y con animo de simplificar, se
describe la técnica original, explicando posibles
modificaciones en los comentarios.

Técnica

Se emplea una placa petri con agarosa al 1%,
que debe ser lo mas fresca posible, de 1-2 mm de
altura, siendo aconsejable prepararla en el mismo
dia. Puede conservarse a 4 °C en camara humeda
durante una semana. En ella se excava un pocillo
central de 14 mm de didmetro y a 6 mm del mismo
y dispuestos de forma radial 6 pocillos de 3 mm de
diametro. Para esta operacion es aconsejable ayu-
darse de una plantilla y de un cilindro hueco del dia-
metro adecuado para practicar los pocillos. Después
es aconsejable marcar cada pocillo periférico con la
especie de Aspergillus cuyo extracto va a albergar.

1. Depositar 300 pul de suero problema en el pocillo
central.

2. Diluir cada extracto antigénico al 50% en agua y
pipetear 200 ul de cada extracto en su pocillo
periférico correspondiente.

3. Incubar a temperatura ambiente, en cadmara
humeda durante 3 dias.

4. Observar la apariciéon de lineas de precipitacion
visibles a simple vista. Debe realizarse con luz
oblicua sobre fondo oscuro para favorecer la
visualizacion.

5. Ademas de las lineas de precipitacion visibles a
simple vista, hay otras mas débiles que deberan
ponerse de manifiesto mediante la tincion de
Coomassie, que es una tincion especifica de pro-
teinas.

6. Tincion de Coomassie:

e Colocar un papel absorbente grueso tipo
Wahtman de la medida de la placa petri direc-
tamente sobre el agar y colocar un peso enci-
ma para exprimir el exceso de humedad del
gel durante 15 min.

» Retirar el papel de filtro y realizar 3 lavados
sucesivos de 15 min de duracién con cloruro
sodico 0,1 M en agua.

 Retirar el ultimo lavado y nuevamente colocar
el papel de filtro con el peso durante otros 15
min.

» Retirar el papel de filtro y secar con aire
caliente (secador de pelo).

* Inundar la placa con la solucion de tincion de
azul de Coomassie, incubando durante 5 min.

» Retirar la solucion de tincion e inundar la
placa con solucién de destincion durante
10 min. Este proceso puede reducirse en el
tiempo o repetirse cuanto se quiera hasta ver
claramente las bandas mas finas.

7. Deteccion de actividad catalasa:

e Mezclar 0,3 ml de agua oxigenada al 30% con
50 ml de tampon Tris 0,05 M pH 7.

» Recubrir la placa de petri y observar la forma-
cion de burbujas que identificara el arco de
precipitacion que posee dicha actividad.

8. Deteccion de actividad quimotripsina (Técnica
de Mancini):

* Mezclar las soluciones A y B y recubrir la
placa de petri durante 30 min a 37 °C.
Eliminar el exceso de reactivo.

« Fijar con acido acético al 2% en agua destila-
da. Observar el aclaramiento de los arcos de
precipitacion que poseen dicha actividad.

Lectura e interpretacion de los resultados

La primera lectura debe realizarse a simple
vista, sin ayuda de las tinciones, buscando la presen-
cia y el numero de arcos de precipitacion entre el
pocillo central (suero problema) y los pocillos peri-
féricos (extractos antigénicos).

Se considera que hay reactividad frente a un
extracto antigénico cuando hay 3 o mas arcos de
precipitacion entre el pocillo central y el del extrac-
to. Entonces se informara que se detectan precipiti-
nas frente a dicha especie de Aspergillus, lo que
ante sospecha de aspergiloma se interpreta como
colonizacion por dicha especie. En el aspergiloma
pulmonar es comun la positividad frente a mas de
una especie debido a varios factores que se comen-
taran en la nota posterior.
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Si hay menos de 3 arcos de precipitacion
puede ser que se trate de un falso positivo, de un
individuo sano con exposicion al antigeno (back-
ground poblacional) o a que la técnica tiene insufi-
ciente sensibilidad. Para mejorar este ultimo punto
se recomienda la tincién de Coomassie, que permite
cuantificar con mayor exactitud el numero de arcos
de precipitacion con cada extracto al poner en evi-
dencia bandas mas finas que no se aprecian a simple
vista.

En todas las especies de Aspergillus proba-
das y especialmente en A. fumigatus la especificidad
de la técnica mejora sensiblemente con el revelado
por actividades catalasa y quimotripsina, cuyos
arcos son especificos. La presencia de los mismos

no se acompafian de los demas criterios diagnosti-
cos de ABPA.

En el estadio II de la ABPA (remisién) y tras
el tratamiento de una exacervacion (estadio III), los
niveles de precipitinas pueden ser indetectables por
la baja sensibilidad de la técnica.

Inmunoelectroforesis

Se trata de una variante de inmunnodifusion
en la que la migracion de los antigenos se ve acele-
rada al someterse a un campo eléctrico. Su principal
ventaja es por tanto la rapidez. Este método presenta
al igual que la doble difusién multiples variantes
pero las dos principales son las siguientes:

Técnica de Ouchterlony

Ventajas...

quier laboratorio.

disponible sobre la misma.

» Se trata de una técnica sencilla de realizar y no precisa de aparataje especial, por lo que puede realizarse en cual-

» Permite cierta cuantificacion mediante la dilucion del suero problema, obteniendo la titulacién del mismo.
» Es la técnica clasica de referencia junto con la contrainmunoelectroforesis, por lo que existe numerosa bibliografia

Inconvenientes...

cipitacion.

cial interés en la ABPA.

» Es lenta, ya que precisa de una incubacion de hasta 3 dias, aunque a las 24 h ya se pueden observar arcos de pre-

» Tiene inconvenientes derivados de la falta de pureza y de estandarizacion de los extractos antigénicos empleados:

i) reacciones cruzadas entre distintas especies de Aspergillus: la presencia de precipitinas frente a mas de una espe-
cie no significa necesariamente colonizacion por todas ellas. Estas reacciones cruzadas se extienden a otras espe-
cies de hongos e incluso algunas bacterias. Esto constituye una fuente de falsos positivos de especial importancia
cuando se trata de enfermedades pulmonares no relacionadas con Aspergillus.

ii) variabilidad entre lotes de extractos antigénicos, lo que implica un patron diferente de precipitinas.
iii) esta técnica no distingue el tipo de anticuerpo especifico presente en el suero (IgG, IgM o IgE), lo que tiene espe-

iv) tiene una sensibilidad baja, ya que en individuos moderadamente inmunodeprimidos no hay suficientes niveles de
anticuerpos para formar arcos de precipitacion, originando falsos negativos. Debido a este problema, esta técnica
no es de utilidad en aspergilosis invasoras, que suelen afectar a individuos con gran inmunosupresion.

v) el factor reumatoide y la proteina C-reactiva, presentes en el suero, y la sustancia C-reactiva, presente en algunos
extractos antigénicos, pueden causar falsas precipitinas. Estas bandas desaparecen con el tratamiento previo del
suero con quelantes del calcio (proteina C-reactiva) o con beta-mercaptoetanol (factor reumatoide).

indica colonizacion por esta especie.

A diferencia del aspergiloma pulmonar, en la
ABPA bastan de 1 a 3 arcos de precipitacion frente
a A. fumigatus para considerar positivo el test de
inmunodifusiéon. Hay que recordar que la presencia
de arcos de precipitacion en las pruebas seroldgicas
de inmunodifusion no es caracteristica exclusiva de
la ABPA y que por si solas no son diagndsticas si
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i) inmunoelectroforesis (IE): cuando los antige-
nos del extracto migran en el agar por media-
cion de un campo eléctrico y en un segundo
paso los anticuerpos del suero migran por difu-
sion simple.

i1) inmunoelectroforesis cruzada, electrosinéresis
o contrainmunoelectroforesis (CIE): cuando
tanto antigenos como anticuerpos migran por el
gel simultaneamente con ayuda de un campo
eléctrico. Debido a que la CIE presenta consi-
derables ventajas sobre la IE en cuanto a rapi-
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dez y economia de reactivos, unicamente se
describe la CIE en el presente Capitulo.

Contrainmunoelectroforesis
(Técnica de Bussard)

Consiste en someter simultaneamente a los
sueros y los extractos antigénicos a un campo eléc-
trico. Los anticuerpos se colocan del lado del anodo
(1) vy su baja carga negativa les hace migrar hacia el
catodo por electroendodsmosis. Por el contrario, los
antigenos colocados en el polo negativo se cargan
negativamente a pH alcalino y migran hacia el polo
positivo, cruzdndose en su camino con los anticuer-
pos y formando lineas de precipitacion. El resultado
es similar a la inmunodifusién pero mas rapido y
sensible y ademdas con un menor consumo de reacti-
Vvos.

Técnica

1. Recubrir uno o varios portaobjetos desengrasa-
dos con 7 ml de agar al 2% en solucién acuosa
caliente y dejar enfriar 10 min. Se pueden con-
servar en camara humeda a 4 °C durante unos
dias.

2. Con ayuda de un cilindro sacabocados de 2 mm
de diametro practicar 2 filas de pocillos separa-
das 6 mm entre si. Una fila ira al lado del catodo
(marcar como polo negativo) y la otra ira al lado
del anodo (marcar como polo positivo).

3. Por el dorso del portaobjetos marcar cada pocillo
del lado del catodo (-) con el tipo de extracto
antigénico y cada pocillo del lado del anodo (+)
con el suero a probar. Esta operacion es reco-
mendable hacerla antes de verter el agar sobre el
porta.

4. Distribuir 20 pl de cada extracto antigénico sin
diluir en cada pocillo de la fila de antigenos y 20
ul de suero en cada pocillo de la fila de sueros.

5. Colocar el tampon de electroforesis en la cubeta
y la lamina de agar teniendo cuidado en orientar
los pocillos con suero hacia el polo positivo y
los pocillos con antigeno hacia el polo negativo.

6. Si se emplea tampdn veronal pH 8,2 la fuente de
electroforesis se programara a 5 V/cm durante
90 min. Si se emplea tampdn barbital-barbital
pH 8,8 la fuente de electroforesis se programara
a 10 V/em durante 60 min.

Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura ha de hacerse inmediatamente des-
pués de la electroforesis y, de la misma forma

que la ID, primero a simple vista. Si se desea
obtener mayor sensibilidad es recomendable
emplear la tincion de Coomassie de modo idénti-
co a la ID, ya descrito. Una mayor especificidad
se obtiene mediante el revelado de las activida-
des catalasa y quimotripsina del mismo modo
que con la técnica de ID.

Los criterios de positividad son idénticos a los
de la técnica de ID y tiene las mismas limitacio-
nes que esta. Las principales ventajas de la CIE
son su mayor rapidez, su mayor sensibilidad y el
menor consumo de reactivos.

Hay que tener cuidado en colocar correctamente
la polaridad de la ldmina de agar porque de lo
contrario la migracion se realiza en sentido
opuesto y no se observarian lineas de precipita-
cion.

14.5. Deteccion de componentes
no antigénicos

14.5.1. Aplicaciones a las micosis
habituales en nuestro medio

La deteccion de componentes no antigénicos
liberados por los hongos durante la infeccion es otra
alternativa para el diagndstico de las micosis. Esta
posibilidad es mas reciente que la deteccion de anti-
cuerpos y antigenos y se encuentra en desarrollo.
Actualmente se basa en la deteccion de D-arabinitol,
(1fi 3)-b-D-glucano y ADN.

El D-arabinitol es un metabolito producido
por C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y
C. kefyr que puede detectarse mediante cromatogra-
fia gas-liquido o mediante una técnica enzimatica
comercializada en Japon. Niveles elevados de
D-arabinitol se han detectado en pacientes con can-
didiasis invasora y su monitorizacién se ha mostra-
do til en el seguimiento de estos pacientes [7].
La técnica presenta falsos positivos en pacientes con
insuficiencia renal o en tratamiento con esteroides y
suele ser necesario ajustar las concentraciones de
D-arabinitol con respecto a las de creatinina o
L-arabinitol. El D-arabinitol también puede detec-
tarse en orina.

La deteccion de (1fi 3)-b-D-glucano en plas-
ma es otra posibilidad diagnostica en las micosis
producidas por Candida, Aspergillus 'y
Pneumocystis, ya que el ser humano carece de glu-
canasas para digerir (1fi 3)-b-D-glucano y por tanto

9-0S0€-209-78 :NESI - e160|00IN 8p BUBOLIBUWIEOIS]] BISINGY 1L00ZO

pirer




©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Diagnéstico basado en métodos independientes del cultivo

su eliminacion es lenta. Existen dos pruebas comer-
cializadas para la deteccion (1fi 3)-b-D-glucano, el
Fungitec G y el Wako-WBO003, habiéndose demos-
trado en un estudio la mayor sensibilidad del
Fungitec G [12]. Las pruebas para detectar (1fi 3)-
b-D-glucano pueden presentar falsos positivos en
pacientes sometidos a hemodialisis con aparatos que
tengan membranas de acetato de celulosa o en trata-
miento con albiimina, inmunoglobulinas, algunos
agentes anticancerosos o sulfamidas [7].

La aplicacion de técnicas de biologia mole-
cular que permiten la deteccion de los acidos nuclei-
cos fungicos es sin duda el mayor progreso
tecnologico en el campo de la deteccion directa de
los hongos en muestras clinicas. Las sondas de
ADN son muy especificas pero relativamente poco
sensibles. Sin embargo, la utilizacién de una sonda
que se une a una secuencia que se encuentra en mul-
tiples copias en el genoma de C. albicans permite la
deteccion de este hongo en muestras vaginales.

La tecnologia de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), aunque todavia de forma experi-
mental, esta siendo empleada también en la detec-
cion de Candida y Aspergillus en muestras clinicas.
La especificidad de algunos de los fragmentos
amplificados hace posible la identificacion de la
especie directamente de la muestra clinica. En gene-
ral, se han utilizado dos tipos de estrategias:
la amplificacion de fragmentos génicos altamente
conservados en los hongos, con la intencion de
saber si la etiologia de un proceso infeccioso es fun-
gica o no, y la amplificacion de secuencias génicas
especificas que permitan la identificacion de la
especie. A pesar de los prometedores resultados
obtenidos en algunos trabajos, debe esperarse a la
realizacion de estudios prospectivos para conocer el
verdadero alcance de esta técnica en el diagndstico
de la candidiasis invasora. La técnica tiene que sim-
plificarse y optimizarse considerablemente, ya que,
cuando se ha comparado la deteccion de ADN por
PCR con la deteccion de galactomanano en el diag-
noéstico de la aspergilosis invasora, la antigenemia
era positiva con mayor frecuencia [13].

14.5.2. Técnicas comercializadas

Fungitec G® (Seikagaku Corporation)
Wako-WBO003® (Wako Chemical)

Fungitec G®

La prueba esta basada en la capacidad del
(1fi 3)-b-D-glucano para poner en marcha la via de
coagulacion de los amebocitos Limulus. Estos ame-
bocitos son las células sanguineas presentes en la
linfa de cangrejos de herradura como el Limulus
polyphemus, que habita las costas del este de los
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Figura 14.11. Reaccién de activacién de la cascada de coagula-
cién del Limulus por el b-D-glucano llevada a cabo en Fungitec G.

Estados Unidos y del que toma el nombre el test.
Los amebocitos poseen dos vias de formaciéon de
coagulo, una de ellas activada por toxinas bacteria-
nas (que activan el factor C de la coagulacion) y
otra por (Ifi 3)-b-D-glucano, presente en la pared
celular de los hongos. El Fungitec G utiliza esta tlti-
ma via activando el factor G de la cascada de la coa-
gulacion y, mediante una reaccidén en la que se
utilizan reactivos diazo, se generan compuestos
coloreados que pueden ser medidos por colorimetria
(Figura 14.11).

Reactivos y material

Todos los reactivos estan contenidos en el
kit. Estos reactivos son:

 Reactivos del pretratamiento de las muestras:
- 1A Solucioén de acido perclorico
- 2A Solucioén de hidréxido sodico
 Reactivos de la reaccion principal:
- 4G Reactivo principal (Lysate 0,2 ml/vial +
substrato cromoégeno 0,21 mg/vial)
- 3D Solucién tampoén
 Patron:
- 6C Patrén (1fi 3)-b-D-glucano
- 5A Agua destilada (libre de endotoxinas y
b-glucano)
* Reactivos diazo:
- 8B Nitrito sodico
- 7B Solucién de acido clorhidrico
- 9B Sulfamato amdnico
- 5B Agua destilada (libre de endotoxinas y
b-glucano)
- 10B N-(1-Naftil) etilendiamina dihidrocloruro
- 11B Solucion de N-Methyl-2-pyrrolidona

Las puntas y los tubos para el pretratamiento
de los sueros deben ser especiales, libres de endoto-
xinas y b-D-Glucano, son suministrados por la
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misma compaiia.

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

Pipeta de 10-50 pl

Baiio o estufa para incubar las muestras a 37 °C
Centrifuga

Lector de microplacas equipado con filtros de
545y 630 nm

Técnica

1. A un tubo de los suministrados por el fabricante,
con 50 pl del suero a estudiar se afiaden 100 pl
de la solucion de acido percldrico (reactivo 1A)
y se incuba a 37 °C durante 30 min. Se centrifu-
ga a 1.000 g durante 10 min.

2. Se toman 25 pl del sobrenadante y se pasan al
pocillo de una microplaca que contiene 25 ul de
la solucion de hidroxido sodico (reactivo 2A).
Posteriormente se afiaden 50 pl del reactivo
principal (reactivo 4G) en solucion tampon
(reactivo 3D). Se incuba a 37 °C durante 30 min.
En otros pocillos se afiaden 50 pl del control
positivo [muestra estandar (reactivo 6C) en agua
destilada (reactivo 5A)] y 50 pl del control nega-
tivo [agua destilada (reactivo 5A)]. A ambos se
les afiaden 50 pl del reactivo principal (reactivo
4G) en solucion tampon (reactivo 3D), incuban-
dose también a 37 °C durante 30 min.

3. A los tubos anteriores se afiaden 50 pl de la
mezcla nitrito sédico (reactivo 8B) y acido clor-
hidrico (reactivo 7B), 50 ul de sulfamato amoni-
co (reactivo 9B) en agua destilada (reactivo 5B),
y 50 pl de la mezcla etilendiamina (reactivo
10B) y pirrolidona (reactivo 11A).

4. Se lee la absorbancia a 545 y 630 nm.

Interpretacion de los resultados

Dado que la absorbancia de los pocillos se mide
a 545 nm utilizando como longitud de onda de
referencia 630 nm, se debe restar el valor obteni-
do a 545 nm del obtenido a 630 nm, obteniéndo-
se lo que se denomina valor de la absorbancia
final. El valor de la absorbancia final del blanco
debe ser menor o igual a 0,07 para que la prueba
quede validada.

Para calcular la concentracion final de (1fi 3)-b-
D-glucano de cada muestra (C) se utiliza la
siguiente formula:

DEm
DEc

C =0Cpx x dil.

Cp = Concentracion del patron
DEm = Incremento de E de la muestra
DEc = Incremento de E del control

dil. = dilucién

Siendo la concentracion del patron (valor expre-
sado en pg/ml) la cantidad de (1fi 3)-b-D-gluca-
no contenida en la muestra patron, utilizada
como control positivo, cuyo valor depende del
lote de Fungitec que se esté utilizando.

El incremento de E de la muestra se define como
la absorbancia final de la muestra menos la
absorbancia final del blanco.

El incremento de E del control se define como la
absorbancia final obtenida por el control positi-
vo menos la absorbancia final del blanco.

Resultado positivo:

C > 20 pg/ml de (1fi 3)-b-D-glucano
Resultado dudoso:

10 < C > 20 pg/ml de (1fi 3)-b-D-glucano
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Figura 14.12. Reaccion positiva para Candida en el Affirm VP Ill.

Resultado negativo:
C <10 pg/ml de (1fi 3)-b-D-glucano

Deteccion de C. albicans con una

sonda de ADN (Affirm VPIII®)
(Becton Dickinson)

La prueba Affirm VPIII esta basada en la uti-
lizacién de una sonda de ADN para la deteccion de
Candida en muestras vaginales. La técnica detecta
también la presencia de Gardnerella vaginalis y
Trichomonas vaginalis. La prueba utiliza dos son-
das diferentes para cada organismo, una de capta-
cion y otra de revelado. La prueba consta de tres
pasos: 1) la preparacion de la muestra (tratamiento
con la solucion de lisis y calor), ii) el procesamiento
automatico de analisis (se realiza en un aparato
especifico denominado Procesador B-D Micro-
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Probe) y iii) la interpretacion de los resultados (la « Procesador B-D Micro-Probe
reaccion positiva se observa por la aparicion de un + Bloque de lisis B-D Micro-Probe
color azul) (Figura 14.12). La prueba ha presentado
una concordancia con el CHROMagar Candida del
95% [14].

Reactivos y material

Técnica
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Todos los reactivos estan contenidos en el kit.
Estos reactivos son:

Tarjetas de analisis
Cassettes con reactivos
Solucién de substrato
Solucioén de lisis
Solucion tampoén
Puntas de filtro
Torundas

Ademas de los reactivos proporcionados con la
prueba, se necesitan los siguientes materiales:

Equipos para la recogida de muestras
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debe realizarse con la torunda de Dacron propor-
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mantienen a temperatura ambiente o en las 4 h
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85+5 °C y que los reactivos estan a temperatura
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Pruebas estandarizadas para el estudio de la

sensibilidad a los antifungicos

Emilia Canton Lacasa
Estrella Martin Mazuelos
Ana Espinel-Ingroff

15.1. Fundamento

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosi-
na eran las Unicas opciones terapéuticas para el tra-
tamiento de las infecciones fungicas profundas, la
realizacion de pruebas de sensibilidad antifingica
no estaba muy justificada. A medida que la industria
farmacéutica fue introduciendo en el mercado nue-
vos antifingicos o nuevas formulaciones de los ya
conocidos, se hizo necesaria la realizacion de prue-
bas de sensibilidad con el fin de comparar la activi-
dad de los mismos y detectar las posibles
resistencias.

Motivado por esta nueva realidad, el comité
norteamericano de estandares en laboratorios clini-
cos (NCCLS) realizo, en 1985, una encuesta en
diferentes laboratorios para conocer qué pruebas de
sensibilidad antifungica realizaban habitualmente y
como las realizaban. Ademas, se les solicitd la
determinacion de la concentracién minima inhibito-
ria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia
metodologia. Los resultados mostraron que pocos
laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad anti-
fungica y que la metodologia empleada (medio de
cultivo, inoculo, etc.) era muy variada. Los resulta-
dos de las CMI también fueron impactantes: en
algunos casos, las diferencias entre los distintos
laboratorios fueron de 512 veces.

Como consecuencia de esta realidad el
NCCLS creé un subcomité para el estudio y estan-
darizacion de las pruebas de sensibilidad a los anti-
fungicos en las levaduras del género Candida y en
Cryptococcus neoformans, que dio lugar a la publi-
cacion, en 1992, de la propuesta de un método
(M27-P). En 1995 se publicé el método provisional
(M27-T) y, en 1997, se aprobd definitivamente el
método conocido como M27-A.

Como complemento del método de sensibili-
dad para levaduras, en 1998 el NCCLS publico su
propuesta metodoldgica para el estudio de sensibili-
dad antifingica en hongos filamentosos, el método
M38-P.

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a
los antifungicos no estan tan desarrolladas como las
de los antibacterianos. Los puntos de corte y los cri-
terios de sensibilidad y resistencia de las levaduras
para los antifungicos fluconazol, itraconazol y
S-fluorocitosina sélo estan determinados para las
micosis orofaringeas de enfermos con sida. En el
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caso de candidemias solo estan determinados para
fluconazol. Por lo tanto, estos datos pueden variar
en el futuro y hay que prestar atencion a las nuevas
normas que vayan publicando los comités de estan-
darizacion de ensayos in vitro, tanto europeos
(EUCAST) como americanos (NCCLS).

En este Capitulo se describen con detalle los
métodos de referencia M27-A, para levaduras, y
M38-P, para hongos filamentosos, propuestos por el
NCCLS [1,2]. Basicamente, consisten en cuantificar
la inhibicién de crecimiento producida por el anti-
fingico comparada con el crecimiento de la levadu-
ra o0 moho en el mismo medio pero sin antifingico
(control). Teniendo en cuenta que el medio de culti-
vo, pH, tampdn, in6culo, tiempo y temperatura de
incubacion deben ajustarse estrictamente a lo reco-
mendado en dichos documentos puesto que cual-
quier variacion en estos parametros puede afectar
los resultados.

15.2. Método de microdilucién para
levaduras (M27-A)

15.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo que ha dado mejor concor-
dancia, tanto intra como interlaboratorio, es el
medio sintético RPMI 1640 con glutamina y sin
bicarbonato sodico (Gibco, ICN, Oxoid, Sigma),
tamponado con acido morfolino propano sulfénico
(MOPS) 0,164 M (ICN, Sigma) y ajustado a pH
7+0,1.

Componentes:

« RPMI1640.............. 10,40 g
o Tampén MOPS........... 3453 g
o Aguadestilada ........... 1.000 ml
Preparacion:

1. Disolver en 900 mililitros de agua destilada las
cantidades indicadas, agitando hasta su completa
disolucion.

2. Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando NaOH 1IN ¢
10N (medir la cantidad utilizada).

3. Anadir agua destilada hasta completar 1 litro.
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4. Filtrar estérilmente.
5. Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 °C,

Unos consejos...

maximo 6 meses).

15.2.2. Preparacion de la
soluciéon madre de antifangico

Un consejo...

Es importante seguir estas recomendaciones ya
que concentraciones de antifingico mas elevadas
no se disuelven bien.

Normalmente la solucién madre no necesita esteri-
lizarse pero si, para mayor seguridad, se quiere
esterilizar, debe hacerse por filtracion (mediante
filtros de membrana o cualquier otro material que

no absorba o retenga el antifungico).

Aunque no sea ortodoxo, en caso de no dispo-
ner de sustancia valorada se puede utilizar el prepa-
rado comercial para infusién endovenosa,
comprobando que las CMI para las cepas control
estén dentro del intervalo recomendado.

Preferiblemente debe utilizarse sustancia
valorada que se puede solicitar a los laboratorios
productores.

Antifungicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina)

1. Preparar una solucion, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentracion

Un consejo...

El tiempo de estabilidad indicado es orientativo
ya que depende del tipo de antifungico. Una vez des-
congelado no debe volverse a congelar. Las placas
de antifingico preparadas tendran la misma fecha de
caducidad que la de la solucion madre.

ciente de polvo para obtener una concentracion
de 1.600 pg/ml (100 veces superior a la concen-
tracién maés alta de antifingico a ensayar) y
disolverla en dimetil sulfoxido (DMSO).

. Repartir en alicuotas de 1,1 ml y congelar a

—70 °C hasta su utilizacion (maximo 6 meses), o
a—40 °C (maximo 2 meses).

15.2.3. Preparacion de las
diluciones de antifungico

Se recomienda seguir el método de las dilu-

ciones dobles seriadas aditivas. Los pasos a seguir
son diferentes segun el antifungico sea soluble o
insoluble en agua.

Antifungicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina)

Seguir las indicaciones de la Tabla 15.1 y las

Figuras 15.1 y 15.2. Las concentraciones a ensayar

al menos 100 veces superior a la concentracion
mas alta de antifungico a ensayar y disolverla en
agua destilada estéril.

2. Repartir en alicuotas de 1,1 ml y congelar a
—70 °C hasta su utilizacion (maximo 6 meses), o0 a
—40 °C (maximo 2 meses).

Antifungicos insolubles en agua (anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol, voriconazol)

1. Preparar una solucion, pesando la cantidad sufi-

son las comprendidas entre 64 y 0,12 pg/ml.
Los volimenes indicados son suficientes para pre-
parar 5 placas de antifungico.

Brevemente:

1. A partir de la solucion madre se prepara la serie

de diluciones a una concentracién 10 veces
superior a la concentracion final deseada, utili-
zando como diluyente RPMI 1640.

. Seguidamente se realiza una dilucién 1/5 afia-

diendo a todos los tubos 4 ml de RPMI, con lo
que la concentracion del antifungico en los tubos
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Tabla 15.1. Diluciones de los antiflingicos solubles en agua.

Tubo  Concentracion Transferir Aun tubo con  Concentracion resultante  Tubo
n°1 1280 pg/ml 1ml 1 ml de RPMI 640 pg/ml n° 2
n°2 640 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 320 pg/ml n°3
n°2 640 pg/ml 0,5 ml 1,5 ml de RPMI 160 pg/ml n°4
n°4 160 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 80 pg/ml n°5
n°4 160 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 40 pg/ml n° 6
n°4 160 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 20 pg/ml n°7
n°7 20 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 10 pg/ml n°8
n°7 20 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 5 pg/ml n°9
n°7 20 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 2,5 pg/mi n° 10
n° 10 2,5 pg/ml 1ml 1 ml de RPMI 1,25 pg/ml n° 11

Observar que...

* Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, excepto el tubo n° 11 (2 ml). De este ulti-
mo se desechara 1 ml.

« En los tubos n° 2 al n® 11 la concentracion del antifingico es 10 veces superior a la concentracion
final deseada.
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Figura 15.1. Esquema para las diluciones de antifingicos solubles en agua. Diluyente RPMI 1640.
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deseada (de 128 pg/ml a 0,25 pg/ml).

. El contenido de cada tubo se vierte en una cube-

H ta o en una placa de Petri estéril y con ayuda de
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una pipeta multicanal (8 canales) se procede al
' llenado de las placas de microtiter estériles de 96
/ \ pocillos, vertiendo en cada pocillo 100 pl de la
L f J ‘ J‘ J;H J H TR concentracion correspondiente.
J@wau ddIf

Antifungicos insolubles en agua (anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol, voriconazol)

-—=
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Los pasos a seguir se detallan en la Tabla 15.2
y en las Figuras 15.3 y 15.4. Las concentraciones a
ensayar son las comprendidas entre 16 y 0,03 ug/ml.
Los volumenes indicados son suficientes para pre-
parar 5 placas de antifungico.

Brevemente:

1. A partir de la solucion madre se prepara la serie
‘| |HHH HH“ de diluciones a una concentracion 100 veces
superior a la concentracion final deseada, utili-

Figura 15.2. Segundo paso de las diluciones de antiflingicos Zando. como diluyente DMSO- o

solubles en agua (método de microdilucién). 2. Seguldamente se realiza una dilucién 1/50
tomando 100 pl de cada tubo y se transfieren a
otro tubo que contiene 4,9 ml de RPMI, con lo que
la concentracidén de antifingico es dos veces
mayor que la concentracion final deseada (32 pg/ml
- 0,06 pg/ml) y la de DMSO, 2% (Figura 15.4).

15.2.4. Llenado de las placas

Las placas de microtiter se rellenan con
100 pl de solucion de antifingico siguiendo los
siguientes pasos (Figuras 15.2 y 15.4):

Tabla 15.2. Diluciones de los antifingicos insolubles en agua.
Tubo  Concentracion Transferir Aun tubo con  Concentracion resultante  Tubo
n°2 1600 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 800 pg/ml n°3
n°2 1600 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 400 pg/ml n°4
n°2 1600 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 200 pg/ml n°5
n°5 200 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 100 pg/ml n° 6
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 50 pg/ml n°7
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 25 pg/ml n°8
n°8 25 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 12,5 pg/ml n°9
n°8 25 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 6,25 pg/ml n° 10
n°8 25 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 3,12 pg/ml n° 11
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Figura 15.3. Esquema para las diluciones de antifingicos insolubles en agua. Diluyente dimetil sulféxido (DMSO).

El contenido del tubo n° 2 se vierte en una cube-
ta o en una placa de Petri estéril y con ayuda de
una pipeta multicanal (8 canales) se toman
100 wl y se llenan los pocillos de la columna n°
2 (2A - 2H).

Con el contenido del tubo n° 3 se llenan los
pocillos de la columna n° 3 (3A - 3H).

Con el contenido del tubo n° 4 se llenan los
pocillos de la columna n°® 4 (4A - 4H).

Etc.... y asi hasta la columna n® 11.

Los pocillos de la columna n° 12 se llenan con

Observar que...

* Al terminar las diluciones, todos los tubos
contienen 1 ml excepto el n°11 que contiene 2 ml.

* Enlos tubos n° 2 al n° 11 la concentracion del
antifungico es 100 veces superior a la
concentracion final deseada.

* Los tubos n° 2 al n° 11 estan diluidos en DMSO.
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Figura 15.4. Segundo paso de las diluciones de antifingicos inso-
lubles en agua (método de microdilucion). Diluyente RPMI 1640.

jAtencion!

La fecha de caducidad de las placas sera la de la solucién madre y no la del dia de preparacion de las placas.
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100 pul de RPMI (control de crecimiento).
ATENCION: cuando se trata de antifungicos
insolubles en agua, la columna n° 12 se rellena
con 100 pl de RPMI con un 2% de DMSO, o el
disolvente que se haya utilizado.

* Los pocillos de la columna n°® 1 se llenan con
200 pl de RPMI (control de esterilidad).

» Una vez llenas las placas se cierran y envuelven
convenientemente con una bolsa de plastico o
con papel de estafio, para evitar la evaporacion,
y se congelan a —70 °C, o bien a —40 °C.

15.2.5. Preparacion del inéculo

Si la levadura ha estado almacenada o conge-
lada antes de realizar las pruebas de sensibilidad,
conviene hacer por lo menos dos pases en medio de
agar glucosado de Sabouraud (SDA).

Inéculo para Candida spp.

Se prepara tocando con el asa de cultivo
5 colonias 1 mm y de 24 h de crecimiento en placa
de SDA que se resuspenden en un tubo de solucion
salina (CINa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de
un espectrofotometro (longitud de onda: 530 nm), se
ajusta a una densidad o6ptica 0,5 McFarland, afia-
diendo la cantidad necesaria de solucion salina. Esta
solucidn tiene una concentracion aproximada de
1x10° - 5x10° UFC/ml. Posteriormente se realiza
una dilucion 1:1000 con medio RPMI (concentra-
cion de 1x10° - 5x10%). Esta tltima dilucién es la
que se utiliza para inocular las placas de antifungi-
co. La concentracion final de levaduras en las placas
serd de 0,5x10° - 2,5x10°. En la Figura 15.5 se repre-
sentan esquematicamente todos estos pasos.

Inéculo para C. neoformans

Se prepara igual que para Candida spp., pero
partiendo, en este caso, de un cultivo de 48 h en SDA.

15.2.6. Inoculacién de las placas
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Figura 15.5. Preparacién del inéculo de levaduras.

—=<

' M

El dia del ensayo se sacan las placas del con-
gelador y se dejan a temperatura ambiente hasta su
completa descongelacion.

Se inoculan con 100 pl de la suspension de
levadura desde el pocillo 2 hasta el 12.

La columna n° 1 (1A - 1H) que contiene
200 pl de RPMI, se utiliza para el control de esteri-
lidad del medio. También sirve para leer la absor-
bancia del medio.

La columna n° 12 (12A - 12H) no contiene
antifungico pero debe tener la misma concentracion
de disolvente que los pocillos con antifiingico. Es el
control de crecimiento.

15.2.7. Control de pureza del cultivo

Observar que...

» Alinocular las placas, las concentraciones de los pocillos se diluyen 1/2. En consecuencia, la concentracion final de
antifungico en los pocillos sera de 64 pg/ml a 0,12 pg/ml, en los solubles en agua, y de 16 pg/ml a 0,03 pg/ml en los

insolubles.

« En una placa de antifungico se pueden ensayar hasta 8 cepas diferentes.
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Es conveniente hacer un control del indculo
utilizado; para ello se siembran 10 pl del pocillo
control (n° 12) en una placa de CHROMagar y, a las
24 h, se cuentan las UFC. De esta forma se controla
la pureza y densidad del cultivo y se comprueba la
identificacion de la cepa.

15.2.8. Incubacién de las placas

Las placas se incuban a 35 °C. Las inocula-
das con especies del género Candida durante 48 h'y
las inoculadas con C. neoformans durante 72 h.

Observaciones...

* La lectura de las CMI en los azoles suele ser una
de las fuentes de variabilidad tanto intra como
interlaboratorio. Es un poco complicada para los
no entrenados ya que se mantiene un cierto creci-
miento en las concentraciones superiores a la
CMI. A este crecimiento se le llama "cola de creci-
miento" (trailing effect) y se presenta sobre todo
en las cepas de C. albicans 'y C. tropicalis.

* Algunas veces es conveniente agitar los pocillos
con un bastoncillo de madera estéril, para poder
comparar la turbidez con la del pocillo control.

Unos consejos...

* En general, para los antifugicos fungiestaticos,
la CMI debe ser la concentracién mas baja de
antifungico que produce una reducciéon aparente
del crecimiento de la levadura ( 50%), compara-
da con el crecimiento control.

» Para los antifungicos fungicidas, la CMI es la
concentracion mas baja de antifingico que inhibe
el crecimiento de la levadura, o lo que es lo
mismo, que produce una reduccion del 100% del
crecimiento.

15.2.9. Lectura e interpretacion
de los resultados

Lectura visual

La lectura visual debe realizarse con ayuda
de un espejo invertido.

Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la con-
centracion mas baja de antifiingico que produce una
reduccion aparente del crecimiento de la levadura
(50%), comparada con el crecimiento control.

Anfotericina B: la CMI es la concentracion
mas baja de antifungico que inhibe el crecimiento
de la levadura, o lo que es lo mismo, que produce
una reduccion del 100% del crecimiento.

Lectura espectrofotométrica

Aunque no es la recomendada por el
NCCLS, puede hacerse una lectura espectrofotomé-
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trica a 405 nm (longitud de onda de méxima absor-
bancia del medio), también puede leerse a 490 y 530
nm ya que, practicamente, la CMI no varia [3,4].

Antes de realizar la lectura espectrofotomé-
trica es conveniente agitar las placas para obtener
una suspension homogénea y, una vez realizada, se
resta a todos los pocillos la absorbancia del medio,
es decir la absorbancia del pocillo de la columna n° 1.

La CMI para los azoles, 5-fluorocitosina y,
en general, los antifungicos fungiestaticos, es la
concentracion mas baja de antifingico cuya densi-
dad optica es 50% del pocillo control de creci-
miento (pocillo de la columna n° 12). La CMI para
la anfotericina B y, en general, otros antifungicos
fungicidas, es la concentracion mas baja cuya den-
sidad optica es 5% del control.

15.2.10. Cepas control de calidad

En cada ensayo debe incluirse una cepa con-
trol para poder detectar cualquier anomalia o desac-
tivacion del antifingico. El NCCLS aconseja
utilizar las siguientes cepas:

C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258

Son cepas que han mostrado tener estabilidad
genética y para las que la CMI se ha determinado
repetidamente. En la Tabla 15.3 se especifica las
CMI de los antifungicos para estas cepas [5].

15.2.11. Puntos de corte para Candida spp.

Por el momento, sdlo se dispone de los pun-
tos de corte de fluconazol, itraconazol y 5-fluoroci-
tosina. Para establecer los puntos de corte de
fluconazol, el NCCLS se ha basado en estudios de
correlacion in vitro-in vivo de micosis orofaringeas
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Tabla 15.3. Intervalo de la CMI de los antifingicos para las cepas control de calidad,
obtenidas por el método de microdilucion M27-A [5].

Intervalos de las CMI (ug/ml)

C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258

Antifungico

24 h 48 h 24 h 48 h
Anfotericina B 0,25-2 0,5-4 0,5-2 1-4
Caspofungina 0,25-1 0,5-4 0,12 -1 0,25-1
Fluconazol 0,5-4 1-4 8-64 16 - 128
ltraconazol 0,12-0,5 0,12-0,5 0,12-1 0,25-1
Ketoconazol 0,03-0,25 0,06 - 0,5 0,12-1 0,25-1
Posaconazol 0,06 - 0,25 0,06 - 0,25 0,06 - 0,5 0,12-1
Ravuconazol 0,016 - 0,12 0,03-0,25 0,06-0,5 0,25-1
Voriconazol 0,016 - 0,12 0,03-0,25 0,06 -0,5 0,12-1
5-fluorocitosina 0,06 - 0,25 0,12-0,5 4-16 8,0-32

en pacientes con sida y, en menor cantidad, en can-
didemias producidas por Candida en enfermos no
neutropénicos [6]. Por tanto, s6lo son aplicables a
las micosis orofaringeas y candidemias de especies
del género Candida, excepto C. krusei, que es
intrinsecamente resistente a fluconazol. Para itraco-
nazol, los datos se basan en estudios de correlacion
in vitro-in vivo de micosis orofaringeas y no se dis-
pone hasta la fecha de datos en micosis invasoras.
Los puntos de corte de 5-fluorocitosina estan basa-
dos en antiguos datos farmacocinéticos in vivo para
Candida.

Aplicando estos criterios, el NCCLS ha esta-
blecido diferentes categorias de sensibilidad: sensi-
ble, intermedio, resistente y una nueva categoria
aplicable a los azoles: sensible dependiendo de la
dosis administrada (S-DD) [1,6].

Tabla 15.4. Puntos de corte segun NCCLS [1].

Intervalos de las CMI (ug/ml)

+ La categoria de sensible no lleva implicito el
éxito terapéutico.

» La categoria de resistente se correlaciona con
fracaso terapéutico.

» La categoria S-DD para el fluconazol se basa en
los niveles de antifingico que se alcanzan con
dosis 400 mg/dia en pacientes con buen fun-
cionamiento renal. Para el itraconazol se basan
en una buena absorcidn del farmaco y que se
alcancen niveles en sangre 0,5 pg/ml.

En la categoria de intermedio, solo aplicable
a SFC, no se sabe con certeza si la cepa es sensible,
ya que los datos que se tienen no permiten categori-
zarla como sensible o resistente.

En la Tabla 15.4 se indican los puntos de
corte de los antifiingicos.

15.3. Método de macrodilucidon para
levaduras (M27-A)

Antiftingico Sensible  S-DD  Intermedio Resistente En este método se utilizan tubos estériles de

11x70 mm y el volumen final en cada tubo es de
Fluconazol 8 16-32 - 64 1 ml. El medio de cultivo, la preparacion del mismo
ltraconazol 0 12 025-05 — 1 y fie la solucion mad.r’e de antifungico es igual al
5-fluorocitosina 4 "_ 7 8.16 32 método de microdilucion.
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Figura 15.6. Segundo paso de las diluciones de antifungicos solu-
bles en agua (método de macrodilucion).
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15.3.1. Preparacion de las
diluciones de antifiungico

Antifangicos solubles en agua

1. Preparar las diluciones del antifungico siguiendo
los pasos de la Figura 15.1.

2. Las diluciones se reparten en alicuotas de
0,1 ml, en tubos de 11x70 y se congelan a
—70 °C hasta su utilizaciéon completamente
cerrados.

3. El dia del ensayo se descongelan los tubos y se
diluyen 1/10 anadiendo a cada tubo 0,9 ml de
RPMI inoculado (Figura 15.6).

Antifungicos insolubles en agua

1. Preparar las diluciones del antifungico siguiendo
los pasos de la Figura 15.3.

. Diluir 1/10 en RPMI.

. Se reparten en alicuotas de 0,1 ml en tubos de
11x70 y se congelan a —70 °C, completamente
cerrados, hasta su utilizacion.

4. El dia del ensayo se descongelan los tubos y se

diluyen 1/10 afiadiendo a cada tubo 0,9 ml de
RPMI inoculado (Figura 15.7).

W N

(C

'14

(C
JE*

I
I Q\

i

L

dd |l
' /\

\

Figura 15.7. Segundo paso de las diluciones de antifungicos insolubles

en agua (método de macrodilucién).

15.3.2. Preparacion del inoculo

Se siguen las mismas recomendaciones que
para el método de microdilucion. A partir de la
suspension ajustada a la escala 0,5 de McFarland
se diluye 1/2000 en medio RPMI (concentracién
0,5-2,5x10° UFC/ml) (Figura 15.5).

15.3.3. Temperatura y tiempo de incubacion

Tabla 15.5. Intervalo de la CMI de los antifingicos para
las cepas control de calidad, obtenidas por el método de
macrodilucion M27-A [7,8].

Intervalos de las CMI (pg/ml)

C. parapsilosis C. krusei
Antifingico ATCC22019 ATCC6258
Anfotericina B 0,25-1 0,5-2
Fluconazol 2-8 16 - 64
Itraconazol 0,06 - 0,25 0,12-0,5
Ketoconazol 0,06 - 0,25 0,12-0,5
5-fluorocitosina 0,12-0,5 4-16

Asociacion Espariola de Micologia
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Tabla 15.6. Resumen del método M27-A.

Medio de cultivo RPMI 1640, con glutamina, sin bicarbonato sédico y con un indicador de pH

pH 6,9-7,1

Tampon Acido mofolino propano sulfénico (MOPS) a una concentracién 0,164 moles/litro
Inéculo Entre 0,5x10° y 2,5x10° UFC/ml

Incubacién Candida spp., 48 ha 35 °C

C. neoformans, 72 h a 35 °C

Fluconazol y 5-fluorocitosina: 64-0,06 pg/ml
Anfotericina B, itraconazol, ketoconazol: 16-0,03 pg/ml

Concentraciones a ensayar

Definicion de la CMI Anfotericina B: la CMI es la concentracion mas baja que produce una inhibicion del creci-
miento de 100%
Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la concentracion mas baja que produce una inhibicion

del crecimiento 50% (por microdilucién)

Fluconazol: S 8 ug/ml; S-DD 16-32 pg/ml; R 64 pg/ml
Itraconazol: S 0,12 pg/ml; S-DD 0,25-0,5 pg/ml; R 1 pg/ml
5-fluorocitosina: S 4 pg/ml; | 8-16 pg/ml; R 32 pg/ml

C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019

Puntos de corte

Cepas control

Utilidad de la macrodiluciéon

» El método de macrodilucién se utiliza muy poco, pero a veces puede ser Util cuando se requiere un resultado rapido
y no se dispone de medios comerciales o placas preparadas.

» También es util en aquellas cepas de C. albicans en las que se duda en establecer la CMI por el método de microdi-

lucién, debido al crecimiento en las concentraciones superiores a la CMI (trailing effect).

Igual que para el método de microdilucion.

15.3.4. Lectura de los resultados

La lectura se hace visualmente a las 48 h de
incubacion comparando la turbidez de los tubos con
la del control diluido 1/20 (0,2 ml del tubo control
mas 0,8 ml de RPMI). La CMI de los azoles y 5-
fluorocitosina es la concentraciéon de antifungico
mas baja que produce una inhibicion del crecimien-
to del 80%. La CMI de la anfotericina B es la con-
centracion de antifingico mdas baja que produce una
inhibicion del crecimiento del 100%. En la
Tabla 15.5 se resume las CMI de las cepas control
de calidad para este método [7,8].

Enla Tabla 15.6 se resume el método M27-A.

15.4. Método de microdilucion

para hongos filamentosos (M38-P)

En 1998 el NCCLS publicéd el documento
M38-P donde se describe un método provisional
para la realizacion de pruebas de sensibilidad anti-
fungica a los hongos filamentosos formadores de
conidias. Hasta el momento se ha evaluado en espe-
cies de los géneros Aspergillus, Fusarium,
Rhizopus, asi como en Pseudallescheria boydii y en
las formas micelares de Sporothrix schenckii. No se
ha utilizado en formas levaduriformes de los hongos
dimorficos tales como Blastomyces dermatitidis o
Histoplasma capsulatum.

Las caracteristicas del medio de cultivo, pH,
preparacion de la solucion madre de antifingico y
diluciones son iguales a las del método M27-A
(Figuras 15.1 — 15.4).
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15.4.1. Preparacion del inoculo

En el género Aspergillus y en las especies
P. boydii, R. arrhizus y S. schenckii el indculo se
prepara a partir de un cultivo de 7 dias de creci-
miento a 35 °C en agar glucosado de patata (PDA),
medio que induce la formacion de conidias o espo-
rangiosporas.

Para las especies del género Fusarium se
parte de un cultivo de 48 a 72 h a 35 °C y posterior-
mente a 25-28 °C hasta completar siete dias, en
PDA (Figura 15.8).

1. Para facilitar la recogida de conidias, introducir
el asa de cultivo en Tween 20 y pasarla por enci-
ma de las conidias; después resuspender en solu-
cion salina.

2. Dejar sedimentar las particulas durante 3-5 min,
transferir el sobrenadante a otro tubo y agitar
vigorosamente durante 15 segundos.

3. Debido a que el tamafio de las conidias es distin-
to para cada especie, la densidad dptica (DO)
para obtener una concentracién de 1-5x10° varia-
ra con la especie. Para Aspergillus spp. y
S. schenckii se ajusta a una DO de 0,09-0,17
(80-82% trasmitancia): 0,41-0,56 McFarland.
Para Fusarium, P. boydii y R. arrhizus a 0,15-
0,17 (68-70% de trasmitancia): 0,68-0,77
McFarland. No obstante, es aconsejable confir-
mar las UFC/ml de estas DO en cada espectrofo-
tometro particular (Tabla 15.7).

Asociacion Espaniola de Micologia

Tabla 15.7. Intervalos de DO y de UFC/ml para los
hongos filamentosos [9].

Intervalo de DO Intervalo UFC/ml

A flavus 0,09 - 0,11 0,4 - 4,0 x10°
A. fumigatus 0,09 - 0,11 0,6 - 5,0 x10°
F. oxysporum 0,15-0,17 0,8 - 5,0 x10°
F. solani 0,15-0,17 0,5-5,9 x10°
P. boydii 0,15-0,17 0,4 -3,2x10°
R. arrhizus 0,15-0,17 0,4 -2,6 x10°

4. Diluir 1/50 en RPMI 1640. Es posible que
P. boydii requiera una diluciéon menor.

En cada ensayo debe controlarse el indculo,
para ello se siembran 100 pl de una dilucion 1/100
del indculo en SDA y se incuba a 28-30 °C hasta
que se observa la presencia de colonias (24-26 h
para Rhizopus spp., 40-50 h para la mayoria de los
hongos y >5 dias para P. boydii). En la Tabla 15.7
se especifican las UFC obtenidas para diferentes
hongos filamentosos [9].

15.4.2. Inoculacion de las placas

Cada pocillo se inocula con 100 pl de la sus-
pensién de conidias o esporangiosporas. En este
paso, tanto la concentracion de antifungico como el
inoculo se diluyen. El pocillo control de crecimiento
debe tener la misma concentracién final (1%) del
diluyente del antifungico.

15.4.3. Incubacion

Las placas se incuban a 35 °C sin agitacion
hasta que se observa crecimiento en el pocillo con-
trol. Dependiendo de la especie el tiempo de incuba-
cidn varia; asi, para Rhizopus spp. el tiempo de
incubacién oscila entre 21-26 h. Sin embargo, las
especies de los géneros Aspergillus y Fusarium, asi
como S. schenckii se incuban durante 46-50 h y
P. boydii, durante 70-74 h.

15.4.4. Lectura de los resultados

La CMI de los azoles y 5-fluorocitosina es la
concentracion mas baja que produce una reduccion
importante del crecimiento ( 50%) con respecto al
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crecimiento del pocillo control.
La CMI de anfotericina B es la concentra-

cion mas baja que produce una inhibicién total del
crecimiento (100%).

14.4.5. Interpretacion de los resultados

Para los hongos filamentosos el NCCLS,
hasta la fecha, no ha indicado puntos de corte.

Anfotericina B. Por los datos que se tienen,
las CMI de anfotericina B suelen estar comprendi-
das entre 0,5 y 2 pg/ml, aunque para algunas espe-
cies como A. terreus, Acremonium strictum,
S. apiospermum y S. prolificans 1la CMI de anfoteri-
cina B puede estar comprendida entre 2 y >16 pg/ml.

5-fluorocitosina. En general, los hongos
filamentosos no son sensibles a este antifungico; la
mayoria de las CMI son >64 pg/ml, con la excep-
cion de algunas cepas de Aspergillus spp. y hongos
dematiaceos.

Fluconazol. Los hongos filamentosos no son
sensibles a este antifingico, la mayoria de las CMI
son >64 pg/ml, con la excepcion de algunos hongos
dimorficos y dermatofitos.

Ketoconazol. Las CMI suelen estar com-
prendidas entre 0,03 y 16 pg/ml.

Itraconazol. Las CMI de este antifungico
suelen estar comprendidas entre 0,03 y 16 ug/ml. La
mayor fuente de error en la determinacion de la
CMI a itraconazol suele proceder del disolvente uti-
lizado y concentracion final del mismo. EI NCCLS
recomienda no variar el esquema de diluciones pro-
puesto (utilizar DMSO, concentracién de la solu-
cion madre 1600 pg/ml y concentracion final de
DMSO en los pocillos de la placa de microtiter 1%).

15.5. Método de macrodilucién para
hongos filamentosos (M38-P)

Se utilizan tubos estériles de 11x70 mm.
Volumen final: 1 ml. El medio de cultivo y prepara-
cion del mismo, la solucion madre y diluciones del
antifungico igual al método de microdilucion (Tabla
15.8).

15.5.1. Preparacion del inéculo

Se siguen las mismas recomendaciones que
para el método de microdilucion (Figura 15.8).
A partir de la suspension ajustada a la escala 0,5 de
MacFarland se diluye 1/100 en medio RPMI
(concentracion 0,4-5x10* UFC/ml).

15.5.2. Temperatura y tiempo de incubacién

Igual que para el método de microdilucion.

15.5.3. Lectura de los resultados

La lectura se hace visualmente a las 48 h de
incubacion comparando la turbidez de los tubos con
la del control. La CMI de los azoles y 5-fluorocito-
sina es la concentracion de antifingico mas baja que
produce una inhibicién aparente del crecimiento
(50%). La CMI de la anfotericina B es la concen-
tracion de antifungico mas baja que produce una
inhibicidn total del crecimiento (100%).

El NCCLS utiliza una puntuacién de 1 a 4
para medir la inhibicion del crecimiento: 4 (no inhi-
bicion), 3 (ligera inhibicion 2 25%), 2 (inhibicion
aparente del crecimiento 2 50%), 1 (ligera turbidez
del medio, 2 75% inhibicidén) y 0 (inhibicién del
100%). La CMI de los azoles y 5-fluorocitosina
corresponde a la puntuacion 2, y la de anfotericina
B a la puntuacion 0.
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Pruebas estandarizadas para el estudio de la

sensibilidad a los antifungicos

Tabla 15 8. Resumen del método M38-P.

Medio de cultivo
pH 6,9-7,1

RPMI 1640, con glutamina, sin bicarbonato sédico y con un indicador de pH

Tampon Acido mofolino propano sulfénico (MOPS) a una concentracién 0,164 moles/litro
Inéculo Entre 0,4x10*y 5x10* UFC/ml
Incubacién Rhizopus spp., de 21 -26 ha 35 °C

Aspergillus spp. Fusarium spp y S. schenckii de 46 - 50 h a 35 °C
P. boydii de 70 - 74 h a 35 °C

Concentraciones a ensayar Anfotericina B, itraconazol, ketoconazol: 16-0,03 pg/ml

Definicion de la CMI Anfotericina B: la CMI es la concentracion mas baja que produce una inhibicion del
crecimiento de 100%
Azoles: la CMI es la concentracién mas baja que produce una inhibicién del crecimiento

50%
Puntos de corte No estan determinados

Cepas control No estan definidas

¢Cuando deben realizarse las pruebas de sensibilidad?

1. En las micosis invasoras, en las que conviene conocer si la cepa es resistente al antifingico puesto que se correla-
ciona con fracaso terapéutico. Lo contrario no siempre se cumple.

2. En las micosis orofaringeas que no responden al tratamiento.
3. Cuando se quiere conocer la prevalencia de cepas resistentes en la institucion.
4. En las micosis producidas por patégenos emergentes.

de calidad, pero es aconsejable el uso de las mismas
cepas de referencia que para las levaduras: ATCC
22019 y ATCC 6258.

15.6. Cepas de referencia

Referencias

El NCCLS no ha sugeri-

do, hasta la fecha, cepas de referencia ni de control
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1. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Rex JH, Pfaller MA, Galgiani JN, et al. Development of
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility interpretive breakpoints for antifungal susceptibility testing:
testing of yeasts. Approved standard M27-A. Villanova, conceptual framework and analysis of in vitro-in vivo corre-
National Committee for Clinical Laboratory Standards, lation data for fluconazole, itraconazole, and Candida
1997. infections. Clin Infect Dis 1997; 24: 235-247.

2. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Pfaller MA, Bale M, Buschelman B, et al. Quality control
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility guidelines for National Committee for Clinical Laboratory
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Laboratory Standards, 1998. J Clin Microbiol 1995; 33: 1104-1107.
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Otros métodos para el estudio de la sensibilidad a los antifungicos
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16.1. Fundamento

A pesar de existir documentos que estandari-
zan los métodos de estudio de sensibilidad “in vitro”
de los hongos a diferentes agentes antifungicos,
estos no subsanan del todo las necesidades de la
rutina de los laboratorios de Microbiologia clinica.

En lo que respecta a las levaduras (Candida
spp. y Cryptococcus neoformans), el documento
M27-A [1] se acepta como el método de referencia
para los estudios de sensibilidad in vitro a diferentes
antifungicos, pero tiene una serie de limitaciones:

1. No es un método adecuado para detectar la resis-
tencia a anfotericina B, por ello se debe seguir
buscando un método que discrimine mejor estas
resistencias.

2. El medio RPMI 1640 presenta problemas para el
crecimiento de C. neoformans por lo que se ha
propuesto el medio yeast nitrogen base (YNB)
para la determinacion de la CMI de los antifin-
gicos para esta levadura [1].

No obstante, el método M27-A sigue consi-
derandose como el método de referencia pero no
parece ser el mas adecuado para todos los hongos ni
para ser utilizado de rutina en los laboratorios de
Microbiologia clinica [2,3]. Por ello, se siguen eva-
luando métodos alternativos al M27-A; entre los
comercializados, se dispone tanto de métodos colo-
rimétricos como no colorimétricos.

16.2. Métodos colorimétricos

Son métodos basados en el M27-A.
Incorporan un indicador redox en el medio de culti-
vo que cambia de color cuando existe crecimiento
fungico en el pocillo, facilitando la lectura visual
del mismo.

Asociacion Espaiiola de Micologia

16.2.1. Sensititre YeastOne®

(Trek Diagnostic Systems)

Es un método cuantitativo comercializado.

Fundamento

Se basa en el método de microdilucion del
documento M27-A del NCCLS al que se le ha adi-
cionado un indicador de crecimiento de oxido-
reduccion (azul Alamar). Tiene la ventaja de ser la
lectura mas objetiva, ya que los pocillos con creci-
miento son de color rosa, mientras que, cuando no
hay crecimiento en su interior, los pocillos se man-
tienen azules. Sin embargo, con los azoles sigue
habiendo problemas de lectura ya que, debido al
efecto trailing, el cambio de color no es tan evidente
y, en ocasiones, pasa de rosa (crecimiento) a purpu-
ra (inhibicion parcial del crecimiento) [2,3]. Segin
nuestra experiencia y la de otros autores, la correla-
cion con el método de referencia (M27-A) oscila
entre el 43 y el 100%, siendo mejor para anfoterici-
na B que para los azoles o 5-fluorocitosina [2-4].
Este método no es util para la deteccion de cepas
resistentes a anfotericina B, probablemente por la
utilizacion del medio RPMI 1640 [2]. Sin embargo,
se considera un método que podria introducirse de
rutina en el laboratorio de Microbiologia clinica.

Material

Placas microtiter de 96 pocillos con el azul
Alamar incorporado y concentraciones dobles seria-
das de antifungicos deshidratados: anfotericina B
(0,008-16 pg/ml); fluconazol (0,125-256 pg/ml);
itraconazol (0,008-16 pg/ml); ketoconazol (0,008-
16 pg/ml); 5-fluorocitosina (0,03-64 pg/ml). El con-
trol de crecimiento esta incluido en el primer pocillo
de la primera fila (1 A). Solo hay seis filas ocupadas
de las ocho filas de la placa.

Medio de cultivo

RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
calcico y tamponado con MOPS (0,164 M) ajustado
a pH 7£0,1 (el mismo que el método de referencia),
pero suplementado con 1,5% de glucosa. Viene pre-
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parado en tubos de tapon de rosca con 11 ml de
medio.

Preparacion del inoculo

Tocar con el asa de cultivo aproximadamente
cinco colonias de 1mm en SDA, de 24 h de creci-
miento para Candida spp. y de 48 h para C. neofor-
mans. Resuspender las colonias en un tubo de agua
destilada, agitar y ajustar con un espectrofotometro
(longitud de onda 530 nm) a una densidad optica
equivalente al 0,5 de la escala McFarland (1-5x10°
UFC/ml). Inocular 20 ul de esta suspension en el
tubo con 11 ml de medio de cultivo (dilucion de tra-
bajo: 1,5-8x10° UFC/ml).

Rehidratacién del panel

El panel se rehidrata dispensando 100 pl de
la suspension del indculo en cada pocillo; bien de
forma manual, bien automaticamente con el autoi-
noculador Sensititre.

Incubacion

Los paneles se sellan con papel autoadhesivo
y se incuban en aerobiosis (nunca en atmdsfera de
CO2) a 35 °C, durante 24-48 h para Candida spp. y
48-72 h para C. neoformans. Algunas cepas de
C. neoformans no crecen en este medio.

Control del inéculo

Del mismo tubo de RPMI con el que se ino-
culan los paneles se siembran 10 pl en una placa de
SDA y se incuba a 35 °C. A las 24 h (Candida spp.)
0 48 h (C. neoformans) se cuenta el nimero de UFC
(deben crecer entre 15-80 colonias).

Lectura

Antes de proceder a la lectura hay que com-
probar que el pocillo control de crecimiento ha vira-
do a rosa; en caso contrario, la incubacidén debe
prolongarse hasta su cambio de color. La CMI de
los azoles y la 5-fluorocitosina se lee a las 24 h de
incubacion para Candida spp. y a las 48 h para
C. neoformans. Sin embargo, la CMI de la anfoteri-
cina B debe leerse a las 48 h de incubacion para
Candida spp. y a las 72 h para C. neoformans. La
CMI de anfotericina B es la concentracion mas baja
de antifungico que no muestra cambio de color; es
decir, el primer pocillo azul. En los azoles y en la 5-
fluorocitosina no hay siempre un paso de rosa a

Figura 16.1. Panel Sensititre Yeast One a las 24 h de incubacion.
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Figura 16.2. Panel Sensititre Yeast One a las 24h de incubacion
con efecto trailing en los antifungicos azolicos.

Atencion:

* En la lectura de la CMI no debe tenerse en cuenta
la turbidez de los pocillos.

e La CMI de la anfotericina B se lee a las 48 h de
incubacion.

azul, pudiendo aparecer un color intermedio purpura
(debido al efecto trailing), en este caso la CMI es la
concentracion del primer pocillo purpura
(Figuras 16.1y 16.2).

Cepas Control de Calidad

Para asegurar la validez de los resultados, en
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cada lote debe utilizarse las cepas de control de cali-
dad recomendadas por el documento M27-A del
NCCLS: C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei
ATCC 6258 (Capitulo 15).

16.2.2. Fungitest®

Es otro método colorimétrico fabricado por
Sanofi Diagnostic Pasteur y comercializado en
Espafia por Bio-Rad. En un estudio reciente,
Willinger y cols. [5] estudian distintas especies de
Candida por este método y encuentran buena corre-
lacién con el método de microdilucion del NCCLS
(excepto para C. glabrata): 100% para anfotericina
B, 99% para 5-fluorocitosina, 96% para fluconazol
y 86% para itraconazol. Sin embargo, se han docu-
mentado cepas resistentes al fluconazol o al itraco-
nazol como sensibles por este método (16,6% y
20%, respectivamente) [6].

Fundamento

Esta basado en el método de microdilucion
del NCCLS, incluye 6 antifingicos cada uno de
ellos a dos concentraciones criticas: anfotericina B
(2 y 8 pg/ml), 5-fluorocitosina (2 y 32 pg/ml),
miconazol (0,5 y 8 ug/ml), ketoconazol (0,5 y
4 pg/ml), itraconazol (0,5 y 4 pg/ml) y fluconazol
(8 y 64 png/ml).

Material

La prueba se presenta en forma de galeria
con 16 pocillos: 2 controles de crecimiento, 12 con
los antifingicos deshidratados y 2 pocillos controles
de esterilidad.

Medio de cultivo

El medio utilizado es también RPMI 1640
tamponado. El medio contiene un indicador de
oxido-reduccién que cambia su color de azul
(ausencia de crecimiento) a rosa (crecimiento).

Preparacion del inéculo

A partir de dos colonias de levaduras, en un
cultivo de 24 h en SDA, se realiza una suspension
en 3 ml de agua destilada hasta obtener una turbidez
equivalente al 1 de McFarland. A partir de ella, se
hace una dilucion 1/20 (diluyendo 100 pl de esta
suspension en 1,9 ml de agua destilada estéril).
20 ul de esta suspension se vuelven a diluir en 3 ml
de RPMI para obtener un indculo final de
1x10° UFC/ml.

Rehidratacién del panel

Cada pocillo se inocula con 100 ul de la sus-
pension de RPMI conteniendo el indculo y se sella
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Figura 16.3. Galeria de Fungitest.

la galeria con papel autoadhesivo.

Incubacion

Los paneles se incuban a 35 °C durante 48 h
para Candida spp. y 72 h para C. neoformans.
El crecimiento se aprecia por un cambio del color
azul (ausencia de crecimiento) a rosa (crecimiento)
(Figura 16.3).

Interpretacion de la lectura

» Ausencia de crecimiento en los dos pocillos:

Problemas y ventajas:

en relacion con la normativa del NCCLS.

» Las concentraciones de anfotericina B e itraconazol son demasiado elevadas.
* Enlos azoles, la correlacion con el M27-A no es buena para las cepas resistentes [2].
» Es un método facil y comodo pero, para ser utilizado de rutina, se tendrian que revisar las concentraciones criticas




Sensible.

« Crecimiento en ambos pocillos: Resistente.

+ Crecimiento en el pocillo de menor concentra-
cion: Intermedio.

Cepas Control de Calidad

Las recomendadas por el documento M27-A
del NCCLS (Capitulo 15).

16.3. Otros métodos
basados en el M27-A

16.3.1. ATB Fungus®

Es un sistema no colorimétrico comercializa-
do por bioMérieux. Este método podria ser aplicable
a la rutina de un laboratorio de Microbiologia pero
no incorpora antifingicos tan importantes en la cli-
nica como el fluconazol y el itraconazol, por lo que
su utilidad en las micosis sistémicas es limitada [7].
Por otra parte, la correlacién con otros métodos es
aceptable para los azoles (> 62%) y buena para anfo-
tericina B (95%) y 5-fluorocitosina (100%).

Fundamento

Se basa en el método del NCCLS, utiliza
diluciones seriadas para anfotericina B y 5-fluoroci-
tosina y dos concentraciones criticas para el resto de
los antifingicos.

Material

Galeria de 16 pocillos con los antifungicos
deshidratados a distintas concentraciones: 5-fluoro-
citosina (0,25-128 pg/ml), anfotericina B (1-
8 ng/ml), nistatina (4 y 8 pg/ml), ketoconazol,
miconazol y econazol (1 y 8 pg/ml).

Medio de cultivo

ATBF medium [Yeast Nitrogen Base (YNB)
6,7 g/l, con 1% de glucosa, 1,5 g/l de asparragina y
1,5 g/l de agar, pH 5,4 - 5,8].

m Otros métodos para el estudio de la sensibilidad a los antifungicos

Inéculo

A partir de un cultivo de 24 h en SDA, se
hace una suspension en agua destilada equivalente
al 2 de McFarland. Transferir 100 pl de esta suspen-
sion a una ampolla de ATBF (7 ml). De esta suspen-
sion, se inoculan 135 pl en cada pocillo.

Incubacion

A 35 °C en aerobiosis durante 48 h.

Lectura

Para anfotericina B y 5-fluorocitosina la CMI
se lee en el pocillo donde se observa inhibicion total
del crecimiento. Para los otros antifungicos soélo se
puede establecer la categoria clinica (sensible, inter-
medio o resistente) ya que Unicamente utiliza dos
concentraciones criticas.

» Ausencia de crecimiento en ambas concentracio-
nes: Sensible.

» Crecimiento en la concentracién mas baja:
Intermedio.

» Crecimiento en las dos concentraciones:
Resistente.

16.4. Métodos basados en la difusion
en agar

16.4.1. Difusion de discos

La utilidad de los métodos basados en la
difusion en agar de discos de antifingicos ha estado
limitada por los problemas de difusion de la mayo-
ria de los antifiingicos y por su falta de correlacion
con la clinica. Hasta la fecha, solo se ha encontrado
correlacion con los antifungicos solubles en agua
(fluconazol y 5-fluorocitosina) [2]. Distintos autores
establecen una buena correlacion entre los halos de
inhibicion de discos (25 pg y/o 50 pg) y tabletas
(15 pg) (Rosco Diagnostica) de fluconazol obteni-
dos con distintos medios de cultivo (high resolution,
yeast nitrogen base con agar, RPMI 1640 con agar,
adicionado o no con 2% de glucosa, y agar de
Mueller Hinton con 2% glucosa y 0,5 pg/ml de azul
de metileno) y los valores de las CMI obtenidos por
el método de referencia M27-A [2,3,8,9]. En la
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mayoria de estos casos, salvo cuando se usa el
medio de agar Mueller Hinton con glucosa y azul de
metileno, no se diferencian bien las cepas resisten-
tes (R) de las sensibles dependientes de la dosis (S-
DD), teniendo que recurrir en estos casos a métodos
cuantitativos [2,8,9]. Incluso con este medio, la con-
cordancia no es muy buena para las cepas S-DD
(56,3%) ni R (76,5%) [10].

Fundamento

Al igual que con las bacterias y los antibacte-
rianos, con este método se estudia la sensibilidad de
las levaduras a los antifungicos en funcién del halo
de inhibicion producido por la difusién del antifin-
gico en un medio de cultivo solido. Los pasos a
seguir son los mismos que para las bacterias pero
con algunas modificaciones [9].

Medio de cultivo
Agar Mueller Hinton (MHA) suplementado
con 2% de glucosa (2 g/100 ml) y 0,5 pg/ml de azul
de metileno.

* Solucion madre de glucosa (0,4 g/ml):

Glucosa ................ 40
Aguadestilada .......... 100 ml
 Solucion azul metileno (Merck BP 1973):
Azul metileno . .......... 0,1g
Aguadestilada . .......... 20 ml

1. Afiadir 100 pl de la solucién de azul de metileno
a 100 ml de la solucion madre de glucosa, que-
dando una solucion de glucosa + azul de metile-
no (5 pg de azul de metileno + 0,4 g
glucosa/ml).

2. Esterilizar por filtracion y afiadir 1 ml a la super-
ficie de las placas de MHA, si son de 9 cm de
diametro y 2,9 ml si son de 15 cm. Extender y
dejar que se absorba durante toda la noche.

3. Utilizar discos de fluconazol de 25 pg (Becton
Dickinson) [9,10] o discos fabricados manual-
mente a partir de una soluciéon madre de fluco-
nazol (Pfizer) de 2 mg/ml, inoculdndolos con
12,5 pl de esta solucidn y dejandolos secar para
Su uso.

Inéculo

Utilizar una suspension ajustada al 0,5
McFarland en solucién salina (1-5x10° UFC/ml)

Inoculaciéon

Inocular la placa de agar con una torunda

impregnada de la suspension de levadura y sembrar
en tres direcciones, igual que se hace para las bacte-
rias. Dejar secar durante 15 min a temperatura
ambiente y colocar los discos en la superficie.

Incubacién
A 35 °C, 24 h para Candida spp. y 48 h para

C. neoformans. Si no hay crecimiento a las 24 h,
incubar 24 h mas.

Lectura

Unos consejos...

* El medio MHA con glucosa y azul de metileno
[9,10] permite diferenciar, en algunas situaciones,
las cepas S, R y S-DD, presentando buena corre-
laciéon con el método de referencia M27-A y con
los datos in vivo. Aunque hay poca diferencia
entre la lectura a 24 y a 48 h, se recomienda reali-
zarla a las 24 h.

» Este método es muy util para separar las cepas S,

R o S-DD a fluconazol, aunque se necesitan mas
estudios de correlacion clinica.

Asociacion Espariola de Micologia

Medir los halos de inhibicién de crecimiento
en mm [9]. Los puntos de corte para los discos de
25 pg de fluconazol son:

. S: 19 mm (CMI 8 pg/ml)
+ S-DD: 13-18 mm (CMI 16-32 pg/ml)
« R: 12 mm (CMI 64 ug/ml)

Cepas Control de Calidad

Los resultados con las cepas de control de
calidad deben estar comprendidos entre los siguien-
tes intervalos [9]:

e C. albicans ATCC 90028, halo de inhibicién:
32-43 mm.

» C. parapsilosis ATCC 22019, halo de inhibi-
cion: 26-37 mm.

16.4.2. Etest®

Es un método cuantitativo de difusiéon en
agar comercializado por AB biodisk y distribuido en
Espafia por Izasa S.A.
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Fundamento

Las tiras de Etest son tiras de plastico inerte
que incorporan un gradiente de concentracion de
antifungico. Cuando se depositan sobre las placas de
agar inoculadas, el antifungico difunde en el medio
y, tras una incubacién a 35 °C durante 24-48 h para
Candida spp. y 48-72 h para C. neoformans,.
se determina la CMI en el punto de interseccion de
la elipse de inhibicion de crecimiento con la tira de
Etest.

La correlacion con el método M27-A varia
entre el 60 y el 100%, segun los estudios [2,3,11,12]
pudiendo depender de varios factores:

a) Medio de cultivo: mejor correlacion en los
medios de agar casitona y RPMI 1640 con 2% de
glucosa que en el medio RPMI sin glucosa [12].

b) Combinacioén especie/antifingico: correlacion
mas baja para C. glabrata - fluconazol, C. tropi-
calis - fluconazol e itraconazol, y C. neoformans
- anfotericina B [12].

¢) Tiempo de incubacién: mejor correlacion con
lectura a las 24 h que a las 48 h [2,3].

d) Antifingico: la correlacion es mas baja en los
azoles debido a que la lectura es mas problema-
tica por la aparicion de doble halo. En nuestro
trabajo, hemos observado una correlacion global
para fluconazol del 74,6% y del 61,7% para itra-
conazol [12]. Las asociaciones C. glabrata-flu-
conazol y C. parapsilosis-itraconazol son las que
presentan menor correlacion (66,6% y 42,5%,
respectivamente); el resto de las especies tienen
una correlacion por encima del 75% para fluco-
nazol y por encima del 60% para itraconazol. En
el caso de C. neoformans, la correlacion para
fluconazol y 5-fluorocitosina es del 81 y 90%,
respectivamente; sin embargo, para itraconazol,
la correlacion es inferior al 60% [13]. Nuestros
resultados [12] y los de otros autores [2], sugie-
ren que este método puede ser util en la rutina
para anfotericina B y 5-fluorocitosina con
Candida spp., pero es poco util para los azoles;
en el caso de C. neoformans, se puede utilizar
con 5-fluorocitosina y fluconazol [2,13].

Parece ser el método de eleccion para detec-
tar las cepas resistentes a anfotericina B usando el
medio RPMI 1640 suplementado con un 2% de glu-
cosa, tanto para Candida spp. como para C. neofor-
mans cambiando los tiempos de incubacion (24 h
para Candida spp. y 48-72 para C. neoformans).

Medios de cultivo

RPMI 1640 + MOPS (0,164 M), a pH 7, adi-
cionado con un 2% de glucosa y 1,5% de agar
(Angus Biochemicals) suministrado en Espafia por
Izasa S.A

Inéculo

Para Candida spp. preparar una suspension
al 0,5 McFarland en solucion salina (0,85% de
CINa) a partir de un cultivo de 24 h en SDA. Para
C. neoformans, preparar una suspension al 1
McFarland en solucidn salina a partir de un cultivo
de 48-72 h en SDA.

Inoculacion

A partir de estas suspensiones, inocular las
placas de agar con una torunda sembrando en tres
direcciones. Dejar secar 10-15 min para que se
absorba el exceso del indculo. Aplicar las tiras de
Etest sobre la superficie del agar, bien manualmente
o con el aplicador suministrado por la casa comer-
cial. Colocar 5 tiras si la placa es de 14 mm y 2 si es
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Figura 16.5. Etest: Lectura de la CMI de itraconazol.
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de 9 mm, situando el extremo de mayor concentra-
cion del antifingico hacia la parte exterior de la
placa (Figura 16.4).

Incubacion

A 35 °C en aerobiosis durante 24-48 h para
Candida spp. y 48-72 h para C. neoformans.

L e L
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=

Figura 16.6. Etest: Lectura de la CMI (flecha) en
presencia de colonias en el interior de la elipse de
inhibicion: a: fluconazol; b: anfotericina B.
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Lectura

En los azoles, la CMI es la concentracion de
antifungico en el punto de interseccion de la elipse
de inhibicién de crecimiento con la tira
(Figura 16.5). En el caso de observarse colonias de
menor tamafio en el interior de la elipse de inhibi-
cion de los azoles, no hay que tenerlas en cuenta
para la determinacion de la CMI. A veces, con algu-
nos azoles, se observa doble halo de inhibicion pero
con colonias del mismo tamafio en su interior, en
cuyo caso debe considerarse resistente. En el caso
de observarse triple halo de inhibicién, la CMI es la
concentracion donde las colonias cambian de tama-
fio (Figura 16.6a). En el caso de la anfotericina B,
toda colonia en el interior de la elipse de inhibicion,
independientemente de su tamafio, debe valorarse
para la lectura de la CMI (Figura 16.6b).

16.5. Otros métodos

16.5.1. Dilucién en agar

Este método tiene la ventaja de ser facil, eco-
némico y rapido, y sirve tanto para Candida spp.
como para Cryptococcus spp.; sin embargo, tiene el
inconveniente de la subjetividad de su lectura y que,
por ahora, sélo es aplicable al fluconazol [3].

El método clasico de dilucion en agar se basa
en el uso de placas Yeast Morphology Agar (YMA)
(Difco) con distintas concentraciones de fluconazol
(0,125-256 pg/ml) inoculadas con una suspension
de levaduras e incubadas a 35 °C durante 24 h para
Candida spp. y 72 h para C. neoformans. La CMI se
define como la concentracion mas baja de antifungi-
co donde se observa una disminucion considerable
del tamaio de las colonias en comparacion con el
control del crecimiento (placa sin antifungico).
La correlacion con el método de referencia es
buena, de tal forma que se puede utilizar como
método alternativo para la seleccion de cepas resis-
tentes a fluconazol, si bien se deberia abreviar el
protocolo limitando el niimero de concentraciones a
ensayar (1, 8 y 32 ug/ml).

El método de dilucion en agar también se
puede aplicar utilizando otros medios de cultivo,
como el CHROMagar Candida. El fundamento es el
mismo que el anterior, consiste en utilizar placas de
CHROMagar con distintas concentraciones de flu-
conazol (8 y 16 pg/ml), se inoculan con una suspen-
sion de levaduras y se incuban durante 24 h a 35 °C.
La CMI es la concentracion mas baja donde se apre-
cia una disminucion considerable del tamafio de las
colonias, en comparacion con las del control (placa
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sin antifungico). Las ventajas de este método son las
mismas que en el anterior y, ademas, ayuda a corro-
borar la pureza de la cepa. La correlacion con el
método de referencia (NCCLS M27-P) es muy
buena [3].

16.6. Métodos alternativos para
los hongos filamentosos

Hasta la fecha, el NCCLS solo ha publicado
un documento para el estudio de la sensibilidad anti-
fungica en hongos filamentosos: el documento
M38-P [14] (Capitulo 15). Pero, aunque se acepta
como el método de referencia, todavia no es defini-
tivo, ya que se encuentra en la fase de Propposed, ni
Tentative ni Approved, por lo que puede ser modifi-
cado en el futuro.

La lectura de la CMI es una de las modifica-
ciones previsibles, ya que para los azoles, aunque no
se ha observado el efecto trailing, el documento
M38-P recomienda el 50% de inhibicion del creci-
miento, al igual que para las levaduras [2].
Efectivamente, parece ser que para estos tipos de
hongos el concepto clasico de CMI (inhibicion total
del crecimiento) se puede aplicar mejor y estos
métodos son mas fiables para la deteccion de resis-
tencia a los azoles en Aspergillus spp. Este criterio
de inhibicion total del crecimiento lo han utilizado
algunos autores para la deteccion de cepas de
Aspergillus spp. resistentes a itraconazol, obtenien-
do buena correlacion con los datos in vivo en mode-
los experimentales de aspergilosis invasora [2].

Al igual que ocurre con las levaduras, el
método recomendado por el NCCLS para estos hon-
gos es demasiado laborioso para ser utilizado como
método de rutina en los laboratorios de
Microbiologia clinica, por lo que se estan buscando
otros métodos alternativos como los que se detallan
a continuacion.

16.6.1. Sensititre YeastOne®

Es un método cuantitativo comercializado
por Trek Diagnostic Systems Inc. para levaduras,
pero que también puede ser utilizado en los hongos
filamentosos para facilitar la rutina de un laborato-
rio de Microbiologia. Datos no publicados muestran
que con Aspergillus spp. la correlacion con el docu-
mento M38-P para la anfotericina B, a las 72 h, es

del 97% y para el itraconazol del 90% [Martin-
Mazuelos y cols., en prensa]. El método todavia
requiere estudios adicionales para poder utilizarlo
en la rutina pero parece un buen método alternativo.
Tanto el material que se precisa como el medio de
cultivo utilizado es el mismo que para las levaduras.
Las unicas diferencias a tener en cuenta con este
método cuando se trabaja con hongos filamentosos
son las siguientes:

Inéculo

La preparacion del indculo puede hacerse
siguiendo las recomendaciones del M38-P [2].

Incubacion

A 35 °C durante 48-72 h.

Lectura

La CMI corresponde a la concentracion mas
baja de antifungico donde se observa un cambio del
color rosa (crecimiento) a azul (ausencia de creci-
miento) para anfotericina B y cambio de rosa a azul
0 a purpura (inhibicidn parcial) para los azoles y
5-fluorocitosina.

16.6.2. Dilucién en agar

Es similar al método de dilucién en agar uti-
lizado para bacterias. Se preparan diluciones seria-
das a partir de una dilucion 10 veces la
concentracion final del antifingico a evaluar y se
incorporan al agar fundido. Las placas con el anti-
fungico se inoculan con suspensiones entre 10°-10’
UFC/ml. Los medios de cultivo utilizados son
AM#3, RPMI y YNB, pero para algunos autores, el
medio RPMI 1640, solidificado y tamponado a pH 7
con MOPS, es el que mejor correlacion muestra con
los resultados in vivo para itraconazol [2]. La incu-
bacion se realiza a 28 °C 6 35 °C durante 48-72 h y
la lectura de la CMI se hace segtin el método con-
vencional.

16.6.3. Difusion en discos

Es un método til para conocer la sensibili-
dad a la anfotericina B y a los nuevos antifingicos,
como las equinocandinas, de Aspergillus spp. y
otros hongos filamentosos. En la actualidad, hay
pocos estudios con este método, si bien con caspofun-
gina y anfotericina B se ha obtenido mejor correlacion
con los datos in vivo que con el método M38-P [2].
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Figura 16.7. Placa de Etest inoculada con A. fumiga-
tus. Lectura de la CMI a las 24 h (flecha).
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de lo que ocurre en las levaduras, las elipses de inhi-
bicion son nitidas y mas faciles de interpretar
(Figura 16.7). La correlacion con el método M38-P
es superior al 80% y 90% para anfotericina B e itra-
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17.1. Introduccidén

El nivel de bioseguridad laboral sigue siendo
una area de especial interés para el personal que tra-
baja en un laboratorio de Microbiologia clinica.
El manejo y procesado de las muestras clinicas
implica el aislamiento de un gran niimero de agentes
infecciosos, muchos de los cuales, sobre todo los
hongos, tienen gran facilidad para formar una sus-
pension aérea a partir del medio de cultivo. En la
naturaleza, la mayoria de los hongos filamentosos
desarrollan estructuras que se dispersan en el aire
(conidios, cuerpos fructiferos aéreos o artroconi-
dias) y pueden permanecer en el ambiente durante
periodos prolongados de tiempo, resistiendo a la
desecacion.

Entre las infecciones adquiridas en el labora-
torio la infeccion fungica representa el 9%, en su
mayoria debida a hongos dimérficos [1]. Porcentaje
no despreciable teniendo en cuenta la baja frecuen-
cia de aislamiento de estos microorganismos.
Ademas de estas, otras muchas infecciones fungicas
pueden ser adquiridas en el laboratorio, constituyen-
do un riesgo ocupacional bien reconocido para los
micoélogos [2].

Sin embargo, el riesgo de adquisicion de
infeccion en los laboratorios puede verse minimiza-
do con el empleo de un conjunto de normas de segu-
ridad, basadas tanto en el método de procesamiento
de la muestra como en el uso de un equipamiento de
proteccion personal.

La ruta de transmision es uno de los elemen-
tos mas faciles de considerar a la hora de establecer
unas normas de bioseguridad. La via respiratoria y
el contacto directo con piel y mucosas son las vias
mas comunes para la infeccion fungica en el labora-
torio.

Asociacion Espaiiola de Micologia

17.2. Principios basicos de
la seguridad bioldgica

17.2.1. Clasificacion de los agentes
biolégicos por su grupo de riesgo

El determinante mas importante en el riesgo
bioldgico es la patogenicidad del microorganismo.
Cada agente infeccioso tiene asignado un grupo de
riesgo en funcidn de su virulencia (historia de infec-
cion adquirida en la comunidad), su potencial epidé-
mico, la dosis requerida para iniciar la infeccion
(dosis infectiva), la ruta de infeccion o de transmi-
sion (tanto en el laboratorio como en la comunidad),
el espectro de huéspedes susceptibles incluyendo los
reservorios animales y sus vectores, la viabilidad del
agente infeccioso en el entorno del laboratorio y la
existencia de tratamiento [3].

Se define como agente biologico de:

Grupo 1: Aquel que resulta poco probable que
cause una enfermedad en el hombre.

Grupo 2: Aquel que puede causar una enfermedad
en el hombre y puede suponer un peligro
para los trabajadores, siendo poco proba-
ble que se propague a la colectividad y
existiendo generalmente profilaxis y tra-
tamiento eficaz.

Grupo 3: Aquel que puede causar una enfermedad
en el hombre y puede suponer un peligro
para los trabajadores, con riesgo de que
se propague a la colectividad y existiendo
generalmente profilaxis y tratamiento efi-
caz.

Grupo 4: Aquel que causando enfermedad grave en
el hombre supone un serio peligro para
los trabajadores, con muchas probabilida-
des que se propague a la comunidad y sin
que exista generalmente una profilaxis y
un tratamiento eficaz.

En la Tabla 17.1 se presenta una lista de dis-
tintos hongos, clasificados en funcion de su riesgo
de infeccion y su capacidad alérgica, segun la nor-
mativa espafiola vigente, descrita en el Real Decreto
664/1997 [4].
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Tabla 17.1. Clasificacion de los hongos en grupos de riesgo seguin el Real Decreto 664/1997 [4].

Hongo

Grupo

Aspergillus fumigatus
Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis)
Candida albicans

Cladophialophora bantiana (Xylohypha bantiana, Cladosporium bantianum o trichoides)

Candida tropicalis
Coccidioides immitis

Cryptococcus neoformans var. neoformans (Filobasidiella neoformans var. neoformans)
Cryptococcus neoformans var. gattii (Filobasidiella bacillispora)

Emmonsia parva var. parva
Emmonsia parva var. crescens
Epydermophyton floccosum
Fonsecaea compacta
Fonsecaea pedrosoi

Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Ajellomyces capsulatus)

Histoplasma capsulatum var. duboisii
Madurella grisea

Madurella mycetomatis

Microsporum spp.

Neotestudina rosatii
Paracoccidioides brasiliensis
Penicillium marneffei

Scedosporium apiospermum (Pseudallescheria boidlii)
Scedosporium prolificans (inflatum)
Sporothrix schenckii

Trichophyton rubrum

Trichophyton spp.

o
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a: Posibles efectos alérgicos

17.2.2. Niveles de contencion

La seguridad bioldgica se fundamenta en tres
elementos: las técnicas de laboratorio, el equipo de
seguridad o barreras primarias y el disefio de la ins-
talacion o barreras secundarias [3].

El término “contencion” se emplea para des-
cribir los métodos que hacen seguro el manejo de
materiales infecciosos en el laboratorio, para reducir

al minimo la exposicion del personal. Se suelen des-
cribir cuatro niveles de contencién o seguridad bio-
logica, que consiste en la combinacion, en menor y
mayor grado, de los tres elementos de seguridad
bioldgica descritos (técnicas de laboratorio, barreras
primarias y barreras secundarias). En el caso con-
creto del area de Micologia las medidas descritas
para nivel de contencidén 2 son las adecuadas, a
excepcion de aquellos casos en que se conozca la
identidad de la cepa fungica y se corresponda con
un hongo dimorfico (Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis) o con Cladophialo-
phora bantiana que requeririan nivel de contencion
3 (Tabla 17.1). Todas ellas son las que se describen

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

3



©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Normas de seguridad

en los siguientes Apartados.

17.3. Normas generales de seguridad
biolégica

En nuestro pais, la proteccion de los trabaja-
dores frente a los riesgos relacionados con la expo-
sicion a agentes bioldgicos estd regulada por el Real
Decreto (RD) 664/97 y la adaptacion contenida en
la Orden de 25 de marzo de 1998 [4]. Segun este
decreto el responsable inmediato de la Seguridad y
las Condiciones de Trabajo en el Laboratorio es el
jefe del laboratorio. Debe supervisar y mantener
actualizado el Manual de Seguridad propio que
debe ser entregado a todos los trabajadores del labo-
ratorio.

Las normas generales son comunes para las
distintas areas del laboratorio con nivel de conten-
cion 2 y de obligado cumplimiento en cualquiera de
ellas [3].

17.3.1. Medidas generales

+ El acceso al laboratorio estd limitado a personal
autorizado.

« El personal del laboratorio debe implicarse en el
cumplimiento de las normas de seguridad.

» Las puertas de acceso al laboratorio y al area de
Micologia debe estar debidamente marcada con
la sefializacion internacional de riesgo biologico
(Figura 17.1) y su nivel de contencion bioldgica,
que en el caso del area de Micologia se corres-
ponde con el nivel 2 (NST2). También se sefiali-
zaran los congeladores y refrigeradores
utilizados para guardar microorganismos de ries-
go de tipo 2.

 Las puertas y ventanas deben permanecer cerra-
das para mantener la adecuada contencion biolo-
gica.

« El laboratorio estara separado del pasillo de cir-
culacion por un vestibulo.

« El laboratorio debe ser aireado regularmente.
El aporte de aire nuevo serd como minimo de
60 m’ por persona y hora.

» Todas las superficies de trabajo se limpiaran y
desinfectaran diariamente y siempre que se pro-
duzca un derrame. Los residuos y muestras peli-
grosas que van a ser incinerados fuera del
laboratorio deben ser transportados en contene-
dores cerrados, resistentes e impermeables,
siguiendo las normas especificas para cada tipo
de residuo (ver mas adelante).

 El area del laboratorio debe permanecer limpia y
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Figura 17.1. Sefial de peligro biologico.

ordenada.

La Unidad debera disponer de un lavabo para el
lavado de las manos que funcionara presionando
con el codo o con el pie.

El transporte de muestras dentro o entre labora-
torios se realizara de tal manera, que en caso de
caida, no se produzcan salpicaduras. Lo reco-
mendable es hacerlo en cajas herméticas o neve-
ras transportables. Estas deberan ser rigidas y
resistentes a los golpes, disponer de materiales
absorbentes en su interior y de facil desinfec-
cion. Deberan estar rotuladas de forma oportuna
y no podran utilizarse para otros fines. Bajo nin-
glin concepto se transportaran muestras en
mano.

Todo el personal debe poner especial cuidado en
evitar el contacto de la piel con materiales
potencialmente infecciosos. Para ello deben
usarse guantes cuando se manipulen muestras o
cultivos que contengan posibles patdgenos fun-
gicos. Los guantes siempre seran desechados
antes de salir del area de trabajo. Jamas se saldra
de la misma con los guantes puestos, ni se coge-
ra con ellos el teléfono, las peticiones, etc.
Inmediatamente después de quitarse los guantes,
se realizara un lavado de manos.

Se usaran gafas protectoras y mascarillas facia-
les si existe riesgo de salpicaduras o aerosoles.
Los derrames y accidentes seran informados
inmediatamente al supervisor o jefe del laborato-
rio y se haran constar por escrito.

Esta rigurosamente prohibido pipetear con la
boca.

En la zona de trabajo no debe colocarse material
de escritorio ni libros ya que el papel contamina-
do es de muy dificil esterilizacion.

Es necesario disponer de autoclave.

Las centrifugas deben ser de cierre hermético
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(sistema aerosol free) y con tubos de seguri-
dad.

17.3.2. Higiene

El personal con el cabello largo debe llevarlo
recogido.

Comer, beber, fumar y aplicarse cosméticos esta
formalmente prohibido en el area de trabajo del
laboratorio, asi como el almacenamiento de
comida o bebida.

El personal debe lavarse las manos frecuente-
mente durante las actividades rutinarias, tras
acabar la jornada laboral y siempre antes de
abandonar el laboratorio. Se utilizara jabon anti-
séptico y el secado se realizara con papel.

Las heridas y cortes en las manos, si se producen
el laboratorio, se comunicaran al responsable de
la Seccion asi como al supervisor, que lo regis-
trard haciendo constar todas las circunstancias.
Las heridas seran convenientemente vendadas
antes de ponerse los guantes.

17.3.3. Objetos punzantes y cortantes

Las agujas, jeringas y bisturies, deben ser dese-
chados exclusivamente en contenedores especia-
les disefiados para este proposito.

17.4. Técnicas de laboratorio
en el area de Micologia

Todos los cultivos de hongos (especialmente los
hongos con micelio aéreo) y muestras clinicas
seran manejadas en una cabina de bioseguridad
de clase II, para evitar la contaminacion del
laboratorio y del personal. Es permisible el
manejo de cultivos de levaduras en la mesa de
trabajo del laboratorio aunque siempre tratados
como material infeccioso.

Las placas con medios de cultivo para hongos
deben ser selladas, para evitar su apertura acci-
dental mediante cinta adhesiva permeable al oxi-
geno que no pierda esta propiedad en una estufa
de incubacidén con ambiente humedo (Scotch
N° 483).

« En ambos casos su apertura sélo debera hacerse

en cabina de bioseguridad de clase II.

En el caso de trabajar con aislamientos fungicos
dimérficos conocidos, las precauciones a seguir
son sencillas si se dispone de condiciones de
nivel de contencion 3. En su defecto, sellar las
placas con cinta adhesiva y reservar su apertura
solo en cabina de bioseguridad de clase II. No
hacer preparaciones con cinta adhesiva para su
observacion microscopica, ni cultivos en porta.
Lo aconsejable en este caso es separar una por-
cion de la colonia, para su montaje en porta, en
la cabina de bioseguridad de clase II.

En ningun caso debe descartarse la posibilidad
que se trate de un hongo dimorfico sistémico.
Por ejemplo, Coccidioides immitis es a menudo
considerado hongo de crecimiento rapido no
productor de una masa micelial pigmentada; sin
embargo, en algunos casos puede producir una
pigmentacion rosada o verdosa. Sus artroconi-
dias pueden estar ausentes en su crecimiento en
ciertos medios de cultivo, como en aquellos que
contienen cicloheximida, pero si estan presentes
en otro tipo de medios de cultivo.

Por otro lado, la ausencia de macroconidias

caracteristicas de Histoplasma capsulatum, tam-
poco debe descartar la posibilidad que se trate de
este tipo de hongo, dado que pueden ser de apa-
ricion tardia (ademas, se cree que probablemente
son las microconidias las responsables de la
infeccidn por transmisioén aérea). Todo creci-
miento de hongo filamentoso en medio con
cicloheximida con hifas estériles, especialmente
si son cortas, debe ser considerado con alta capa-
cidad infectiva hasta que no se demuestre lo
contrario.
El mayor problema de seguridad en el laborato-
rio al trabajar con hongos dimérficos no lo
constituye el area de Micologia, donde probable-
mente se trabaja siguiendo una pautas de biose-
guridad adecuadas, sino las otras areas del
laboratorio donde se procesara la misma muestra
para estudio bacterioldgico. En este caso pueden
seguirse dos tipos de conductas:

a)Cualquier medio de cultivo que deba incubar-
se mas de tres dias debe ser sellado y no abier-
to sin antes inspeccionar la presencia de
formas miceliares.

b)Ante la apertura de forma accidental de cual-
quier placa con la presencia de un hongo fila-
mentoso, esta debe ser rapidamente cerrada y
manipulada en una campana de bioseguridad
para su examen microscopico. La presencia o
ausencia de estructuras conidiales en el
momento de la exposicion debe ser tenida en
cuenta para poder tomar medidas médicas
sobre el incidente.

El transporte de este tipo de hongos dimorfi-
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En caso de utilizacién de medios de cultivo en
tubo, estos deberan disponer de tapon de rosca
de seguridad.

cos sistémicos debe realizarse bajo las condiciones
estrictas descritas para los mismos (ver mas adelan-
te), ya que los conidios infecciosos pueden formarse
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durante su transporte y constituir un riesgo para
quien lo transporta o recibe el aislamiento.

« Existen microorganismos que, a pesar de ser
dimorficos, no suelen constituir un riesgo infec-
cioso por medio de aerosoles como es el caso de
Sporothrix schenckii; sin embargo, es un patoge-
no potencial tras inoculacién subcutanea o en
contacto con mucosa ocular. En este caso con-
creto, al no constituir un riesgo infeccioso por
via aérea, podria ser procesado en un nivel de
contencion 2.

También se ha sugerido que los hongos
dematiaceos pueden constituir riesgo de infeccion
por via respiratoria en su forma micelial, dada su
capacidad infectiva, en pacientes inmunodeprimidos
tras contacto con los mismos en la naturaleza.

A pesar de que la mayoria de los restantes
hongos oportunistas y saprofitos, no parecen consti-
tuir un riesgo de infeccion para el personal de labo-
ratorio inmunocompetente, la dispersion de las
conidias en el laboratorio puede producir reacciones
de tipo alérgico, asi como contaminacion de los
medios de cultivo. Por tanto para proteger al traba-
jador como al resto del trabajo del laboratorio,
deben evitarse grandes exposiciones al ambiente,
abriendo tan solo los medios de cultivo positivos en
cabinas de bioseguridad clase II.

 El vertido de todo material infeccioso debe reali-
zarse en recipientes identificados como contene-
dores de material infeccioso, para que puedan
ser decontaminados apropiadamente.

17.5. Medidas de barrera primaria

Estan constituidas por los equipos de protec-
cion personal y las cabinas de seguridad bioldgica

[3].

17.5.1. Equipos o prendas
de proteccién personal

A todo el personal que trabaje en una Unidad
de Micologia se aconseja respete las siguientes
recomendaciones:

17.5.2. Cabinas de seguridad biologica

Son camaras de circulacion forzada que,
segun sus especificaciones y diseflo, proporcionan
diferentes niveles de proteccion. Es necesario distin-
guir entre las campanas de extraccion de gases, las
cabinas de flujo laminar y las cabinas de seguridad
biolodgica.

La campana de gases o vitrina extractora de
gases es un recinto ventilado que captura los humos
y vapores procedentes de las manipulaciones de los
productos quimicos empleados en el laboratorio.
Si bien constituye un equipo muy util en la conten-
cion de riesgo quimico, no ofrece proteccion alguna
frente a riesgos biologicos.

Las cabinas de flujo laminar son recintos
que emplean un ventilador para forzar el paso de
aire a través de un filtro HEPA (High Efficiency
Particulate Air) barriendo la superficie de trabajo.
El flujo de aire puede ser vertical u horizontal. Estas
cabinas ofrecen proteccidon unicamente al material
que se maneja en su interior, pero nunca al operador
por lo que no son recomendables para el trabajo con
material bioldgico. Sin embargo, es un instrumento

Recomendaciones para la proteccion del personal de laboratorio:

(manejar volantes, teléfono, abrir puertas, etc.).

dalias, etc.).

* No se recomienda el uso de lentillas durante el trabajo en el laboratorio.
¢ Los guantes constituyen la medida de barrera mas empleada para la proteccion de manos:
- Las manos deben lavarse obligatoriamente al quitarse los guantes.
- Solo deben emplearse para proteccion contra riesgos bioldgicos y fisicos (calor o frio), pero no para otras tareas

* La mascarilla sélo tiene utilidad para proteccion frente a polvo (particulas), aerosoles, gases y vapores quimicos.
» La bata o pijama como vestuario de proteccion personal:

- No debe salir fuera de su lugar de uso (cafeteria, calle, etc.).
- Nunca deben ser lavados fuera del recinto hospitalario.
- No es aconsejable el empleo de ropa de calle que aumente la superficie corporal expuesta (pantalones cortos, san-
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util en las denominadas “zonas limpias” como pue-
den ser las destinadas a vertido de medios de cultivo,
preparacion de reactivos que deban ser estériles, etc.

Las cabinas de seguridad biologica (CSB)
son recintos ventilados diseflados para limitar al
maximo el riesgo del personal del laboratorio
expuesto a agentes infecciosos. Especialmente por-
que muchas de las actividades realizadas en el labo-
ratorio implican la formacién de aerosoles.
Estos equipos tiene como objetivo principal propor-
cionar una zona de trabajo que minimice la probabi-
lidad que una particula transportada por el aire
tienda a escapar hacia el exterior de la cabina
pudiendo contaminar al operario y la zona que le
rodea. Ademas, algunas de ellas, ofrecen proteccion
al material que se manipula.

Las CSB disponen de dos sistemas que impi-
den la salida de contaminacion: las barreras de aire
y los filtros. La barrera de aire se crea permitiendo
que este fluya en una sola direccidon y a una veloci-
dad constante dando lugar a una verdadera “cortina”
de aire, sin turbulencias, que se conoce como flujo
de aire laminar. Los filtros tienen como finalidad
atrapar las particulas contenidas en este flujo de
aire. Los que se emplean habitualmente son los fil-
tros HEPA, que retiene con una eficacia del 99,9%
particulas de hasta 0,3 micras de diametro. Existen
tres tipos de CSB: Clase I, Clase II y Clase III.
A continuacién se describen sus principales caracte-
risticas, a excepcion de las de Clase 111, ya que estas
no son necesarias en el area de Micologia.

CSB Clase |

Son camaras cerradas con una abertura al
frente para permitir el acceso de los brazos del ope-
rador. El aire penetra por este frontal, atraviesa la
zona de trabajo y todo ¢él sale al exterior a través de
un filtro HEPA. La velocidad de flujo del aire es de
unos 4,4 m/s. Son apropiadas para manipular agen-
tes bioldgicos de los grupos 1, 2 y 3. La mayor des-
ventaja que presentan es que no proporcionan
proteccion al material con el que se trabaja, no evi-
tando que este se pueda contaminar. Por lo tanto se
desaconseja su uso para el trabajo en el area de
Micologia.

CSB Clase Il

Se diferencian de las anteriores porque,
ademas de ofrecer proteccidon al operario y a su
entorno, ofrecen proteccion al producto frente a la
contaminacion. La superficie de trabajo esta bafiada
por aire limpio que ha atravesado un filtro HEPA
(Figura 17.2). La salida de aire se produce a través
de otro filtro HEPA. Son validas para el manejo de
agentes biologicos de los grupos 1, 2 y 3, entre los
que incluyen los hongos y por tanto las recomenda-
das para el laboratorio de Micologia. Existen varios
tipos de cabinas de Clase II segun sus caracteristicas

Figura 17.2. Cabina de seguridad biologica de clase Il A.

de construccion, flujo de aire y sistema de extrac-
cion.
Clase II-A: Expulsa el aire filtrado al laboratorio o

puede ser conducido fuera de él y recir-
cula en un 70%.

Clase 1I-B1: Expulsa el aire filtrado al exterior del
laboratorio y recircula el 30%.

Instalacién de la CSB:

1. Debe situarse lo mas lejos posible de las rejillas de
aire acondicionado, campanas de gases, puertas y
zonas de mucho transito de personal, que puedan
interferir en el flujo laminar.

2. Las ventanas del laboratorio deben permanecer
siempre cerradas.

3. Debe existir al menos 0,3 m entre la salida de aire
de la cabina y el techo del laboratorio.

4. Se instalara sobre una superficie sélida y nunca

movil. Si es posible, en un recinto cerrado de
acceso restringido.
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Al iniciar el trabajo:

Al finalizar el trabajo:

1. Poner en marcha la cabina durante 15-30 min.

2. Comprobar que el manémetro situado en la parte
superior del frontal se estabilice e indique la
presién adecuada.

3. Encender la luz fluorescente.

Limpiar la superficie de trabajo con un compuesto
yodado como la povidona yodada (Betadine,
Topionic, etc.) y enjuagar posteriormente para
retirar los restos de yodo.

5. Antes y después de trabajar en una CSB debe
realizarse lavado de manos y brazos.

6. Se aconseja emplear bata de manga larga y
guantes de latex para minimizar el desplazamien-
to de la flora bacteriana cutanea hacia el interior
del area de trabajo y proteger las manos y los
brazos del operario de toda contaminacion.

Durante la manipulacion:

1. Colocar todo el material a utilizar en la zona de
trabajo antes de empezar, situando el material
contaminado en un extremo de la superficie de
trabajo y el no contaminado en el extremo opues-
to de la misma.

2. Se recomienda trabajar a unos 5-10 cm por enci-
ma de la superficie y alejado de los bordes de la
misma, procurando no obstruir las rejillas de aire
con materiales o residuos.

3. Una vez el trabajo haya comenzado y sea
imprescindible la introduccion de un nuevo mate-
rial, se recomienda esperar de 5 a 10 min antes
de reiniciar la tarea. Ello permite la estabilizacion
del flujo del aire. Debe recordarse que cuanto
mas material se introduzca en la CSB, la probabi-
lidad de provocar turbulencias de aire se incre-
menta.

4. Evitar al maximo las corrientes de aire ambienta-
les provenientes de puertas o ventanas abiertas,
movimientos de personas, sistemas de ventila-
cion del laboratorio, etc. que perturben el flujo
establecido en el interior de la CSB. Asi mismo,
deberian evitarse movimientos bruscos dentro de
la CSB, con movimientos de brazos y manos len-
tos para impedir la formacién de corrientes de
aire que alteren el flujo laminar.

5. Debe evitarse el empleo de mecheros Bunsen,
cuya llama crea turbulencias en el flujo, ademas
de dafnar potencialmente el filiro HEPA. Cuando
se precise el empleo de asas o espatula micoldgi-
ca de nicrom o platino es aconsejable el incinera-
dor eléctrico o bien el empleo de asas
desechables.

6. Si se produce un vertido accidental de material
bioloégico se recogera inmediatamente, deconta-
minando la superficie de trabajo y todo el material
que en ese momento exista dentro de la CSB.

7. No se empleara nunca una CSB cuando esté
sonando alguna de sus alarmas.

Limpiar el exterior del material que se haya conta-
minado.

Vaciar la CSB por completo de cualquier material.

Limpiar y decontaminar la superficie de trabajo
con un jabon desinfectante y después con un
compuesto yodado (povidona yodada). La limpie-
za tiene por objeto eliminar la suciedad que se
halle adherida a la superficie (que sirve de sopor-
te a los microorganismos) y la materia organica,
contribuyendo de forma decisiva a la eficacia de
la decontaminacion posterior con el yodoforo.
A fin de evitar la coloracion residual de los com-
puestos yodoforos en las superficies, estas deben
enjuagarse con agua.

Dejar en marcha la CSB durante un tiempo pru-
dencial (10-15 min).

Cerrar la apertura frontal.

La luz ultravioleta, presente en algunas CSB,
tiene poco poder de penetracion por lo que su
capacidad decontaminante es muy limitada, ade-
mas de constituir una fuente de accidentes por
exposicion, por lo que deberia evitarse su
empleo.

Nunca se debe utilizar la CBS como almacén
transitorio de equipo o material de laboratorio
para evitar el acumulo de polvo.

Evitar introducir en la CSB materiales que emitan
particulas con facilidad, como algodén, papel,
madera, carton, lapices, etc.

Mantenimiento:

SO0 Q0T

Semanalmente conviene levantar la superficie de
trabajo para limpiar y decontaminar por debajo de
ella.

Semanalmente, con un pafo mojado, se limpia-
ran todas las superficies exteriores con objeto de
eliminar el polvo acumulado.

Mensualmente se revisara el estado de las valvu-
las interiores con que vaya equipada.

Anualmente se certificara por una entidad cualifi-
cada.

Se llevara a cabo una desinfeccion completa en
las siguientes situaciones:

. En caso de que se haya producido un vertido
importante

. Antes de cualquier reparacion

. Antes de iniciar los controles periddicos

. Siempre que se cambie el programa de trabajo

. Cuando se substituyan los filtros HEPA
Cuando se cambie de lugar, incluso si el cambio
es dentro del mismo laboratorio.

La desinfeccion completa se realizara con vapo-
res de formaldehido por personal debidamente
entrenado y equipado con prendas de proteccion
adecuadas.
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Clase II-B2: Expulsa el aire filtrado al exterior del
laboratorio y no recircula.

Clase II-B3: Expulsa .el aire ﬁltrado al Oexterlor del Tabla 17.2. Propiedades de algunos desinfectantes
laboratorio y rec1rcu}a el 70%. o sobre microorganismos fungicos [5].

Hasta el momento, no existe en Espafia nin-
guna legislacion relativa a los requisitos que deban
cumplir las CSB. La practica mas habitual consiste
en exigir a los proveedores correspondientes la
declaracion de conformidad, bien con la norma bri-

Tipo de desinfectante Grado de accion
desinfectante

tanica BS 3928 o con la estadounidense NSF 49. Fendlicos +4+
Hipocloritos +
Las recomendaciones generales son las Alcoholes -
siguientes: Formaldehidos 4+
Glutaraldehidos +++
Yodoforos .
Amonios cuaternarios +

+++ buena; ++ media; + débil; - ninguna

Mesa de trabajo o poyata de laboratorio:

* Lalimpieza debe ser diaria al finalizar el trabajo o cuando se produzca un derramamiento.
» Para ello puede emplearse hipoclorito al 0,5%, que se consigue diluyendo la lejia estandar al 1% con agua.

Cabina de bioseguridad:

» Debe procederse a su limpieza con compuesto detergente liquido y papel para realizar el arrastre de materia orga-
nica que pueda existir.

e A continuacion puede emplearse compuestos de yodo de alta eficacia frente a los elementos fungicos. Dada su
accion colorante y corrosiva sobre los metales, es preferible usar los derivados yodéforos como la povidona yodada
(polivinil-pirrolidona) diluida al 2%, que es de accion inmediata. A los pocos minutos es recomendable enjuagar con
agua para eliminar la coloracion residual. Es preferible no utilizar etanol al 70% para eliminar los restos de yodo
dado que en las CSB en las que recircule el aire se desaconseja su uso por su volatilidad.

Estufas:

* Se procedera a su limpieza y desinfeccion mediante detergente liquido y posterior aplicacion de povidona yodada al
2%. En este caso, para eliminar la coloracion residual del yodoéforo puede emplearse etanol al 70%.

* En aquellos casos en que se observe un incremento de las contaminaciones en los medios de cultivo por hongos
ambientales, especialmente Aspergillus spp., puede procederse, tras la limpieza y desinfeccion ya comentada, a la
aplicacion de un compuesto fendlico en dilucion acuosa a niveles de entre 400 y 1300 ppm (fenol en una dilucion
1:1000). A diferencia de los compuestos yodados, este compuesto tiene un efecto residual prolongado.

Derrame accidental:

e Cubrir con un papel de filtro la zona afecta. Ello permite delimitar con claridad la extension de superficie afecta por
el derrame.

* Verter encima del area afecta, con cuidado, hipoclorito a una concentracion superior que la empleada para limpieza
(lejia casera diluida al 1:10). Dejar actuar 20 min. También puede emplearse compuestos de yodo.

« Con guantes retirar los desechos en un contenedor para material infeccioso.
» Enjuagar para evitar coloracion residual.

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer



©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Normas de seguridad

17.6. Agentes desinfectantes

En la Tabla 17.2 se describen las propiedades
de algunos desinfectantes frente a los microorganis-
mos fungicos [5,6].

Basandose en ello, los de mayor utilidad en
el area de Micologia son los siguientes:

17.7. Normas de proteccion frente a
productos quimicos

Una forma rapida y fiable para identificar el
riesgo de una sustancia o preparado quimico es su
etiqueta. En ella, el fabricante o proveedor, de
acuerdo con la legislacion existente, debe identificar
las sustancias peligrosas que lo componen e infor-
mar de los riesgos (frases R) y los consejos de pru-
dencia (frases S). Ademas, junto al producto, debe
adjuntarse la ficha de datos de seguridad en la que
se amplia la informacidén y se detallan los riesgos de
su utilizacion y las medidas de seguridad a adoptar

[7].

La exposicion a los compuestos quimicos
puede producir efectos agudos o crénicos y la apari-
cion de enfermedades. Estos efectos son funcion
directa de la toxicidad del agente quimico, la dosis
absorbida y la via de entrada al organismo: por
inhalacion, dérmica (mucosas y piel intacta), diges-
tiva o percutanea.

El correcto almacenamiento de los compues-
tos quimicos constituye la primera medida de actua-
cion, separando aquellas familias de productos
incompatibles. Se separaran acidos de bases, oxi-
dantes de inflamables, sustancias cancerigenas, etc.
Los envases mds pesados asi como los acidos y las
bases fuertes se colocaran en los estantes inferiores.
Los productos peroxidables (éter etilico, éter isopro-
pilico, etc.) pueden provocar detonaciones por con-
tacto con el aire o incluso por choque o friccion, por
ello no es aconsejable almacenarlos una vez abiertos
mas de 6 meses, a no ser que contengan un inhibi-
dor eficaz.

Entre los compuestos mas empleados en el
area de Micologia figuran:

17.7.1. Agentes desinfectantes

Asociacion Espariola de Micologia

Hipoclorito sédico

Los desinfectantes que contienen hipoclorito
sodico (lejia) son potentes agentes oxidantes que
liberan Clz (gas cloro). La exposicion al cloro pro-
duce irritacion de mucosas incluida la del tracto res-
piratorio superior y piel. Debe emplearse bata y
guantes resistentes.

Compuestos cuaternarios

Incorporados a multiples soluciones desin-
fectantes, son generalmente menos causticos que
otros desinfectantes. Sin embargo, debe tenerse cui-
dado con su manipulacidén ya que es conocida su
capacidad para irritar la piel y producir alergias.

Formaldehido y glutaraldehido

Son compuestos altamente toxicos. El for-
maldehido puede estar presente en el laboratorio en
forma gaseosa, liquida (solucién de formalina) o
solida (paraformaldehido). Puede producir, tras
exposicion aguda, irritaciones oculares y del tracto
respiratorio superior; y tras exposicion cronica, der-
matitis, alergias cutdneas y respiratorias. Se sospe-
cha ademads de su poder carcinogénico en humanos.
Ambos compuestos deben ser s6lo manipulados en
campana de gases y con protectores de ojos imper-
meables.

17.7.2. Colorantes

Son utilizados en la mayoria de casos en can-
tidades muy pequefias. Sin embargo, deben tomarse
precauciones para evitar su exposicion especialmen-
te a los derivados de la acridina, como el naranja de
acridina, que son carcinogénicos. El bromuro de eti-
dio es un poderoso mutageno de efecto acumulativo
utilizado en técnicas de biologia molecular. Debe
evitarse estrictamente el contacto con estas sustan-
cias mediante el empleo de guantes.

17.8. Gestidn de residuos

17.8.1. Gestion de residuos infecciosos
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Residuos liquidos

La mayoria de laboratorios someten a los
residuos liquidos a un tratamiento de esterilizacion
por autoclave.

Residuos sélidos

Sus formas mas frecuentes de tratamiento
son la incineracion y la esterilizacion por autoclave.
En el primer caso deben depositarse en recipientes
rigidos que serdn transportados de forma regulada
por empresas autorizadas para su incineracion. Sin
embargo, la esterilizacion por autoclave es la mane-
ra mas comun de tratar este tipo de residuos en el
propio laboratorio. Debe tenerse en cuenta que los
programas para materiales limpios no sirven para
los desechos, siendo recomendable prolongar el
tiempo y aumentar la presion del proceso de auto-
clavado en estos casos. La utilizacion de indicadores
quimicos y bioldgicos (suspensiones de esporas de
Bacillus) no es suficiente para el control de la efica-
cia del proceso. Algunos autores recomiendan no
utilizarlas para evitar una falsa seguridad.
Alternativamente, consideran mas apropiado el con-
trol riguroso sistematico de cada proceso (registro
de presion y temperatura) y un mantenimiento apro-
piado del autoclave.

Objetos punzantes y cortantes

Dado que constituyen un claro riesgo de ino-
culacion accidental deben depositarse en recipientes
especificos que sean resistentes a la punciéon y con
cierre seguro. Una vez llenos, se depositan en los
recipientes rigidos utilizados para los residuos soli-
dos.

17.8.2. Gestion de residuos quimicos

Ante todo se deberia disponer de una lista
que identificara todos aquellos residuos peligrosos
que sean susceptibles de atencion, incluidos aque-
llos que formen parte de reactivos comerciales.
En general pueden eliminarse después de un senci-
llo tratamiento en el propio laboratorio. Cuando no
es posible debe consultarse a las autoridades locales
para su vertido controlado. Se recomienda disponer
de material absorbente inerte especifico para pro-
ductos quimicos. En algunos casos concretos se pro-
cedera de la manera siguiente:

Acidos inorganicos

Salvo roturas accidentales, no suele ser fre-
cuente tener que eliminar acidos concentrados (HCI,

HNO:s, H2SOs, etc.), aunque si soluciones diluidas de
los mismos. Como norma general no debe eliminar-
se directamente aquellas soluciones cuya concentra-
cién sea superior a IN. Los acidos mas
concentrados se diluyen en agua al 1:5 (especial
precaucion con el acido sulfurico), se neutralizan a
pH 6,8 con soluciones de hidroxido sodico y se
vuelven a diluir al 1:10 en agua para poder ser eli-
minados por el desagiie. Las soluciones mas dilui-
das se neutralizan con sosa y se diluyen en agua
antes de eliminarse.

Bases inorganicas, sales basicas y
diluciones basicas

Su gestion es parecida a la aplicada en los
acidos. Las bases y sales basicas se neutralizan con
acido sulfurico diluido. Si son muy concentradas, se
diluyen previamente en agua al 1:5. Una vez neutra-
lizadas, se vuelven a diluir en agua (1:10) y se eli-
minan.

Fenoles

El fenol y sus derivados son irritantes y toxi-
cos. No deben eliminarse a través de los desagiies,
ni tan siquiera diluidos. El procesamiento de des-
truccion quimica no esté al alcance de la mayoria de
laboratorios. Lo mas aconsejable es separarlos en
recipientes especificos y transferirlos a un gestor
autorizado de residuos.

Azida sédica

Esta presente en muchos reactivos comercia-
les como conservante. Nunca debe eliminarse direc-
tamente por desagiies de plomo dado que forma
derivados altamente explosivos. Es un toxico muy
potente y agente mutdgeno. Es conveniente contac-
tar con las autoridades locales autorizadas para
conocer las normas especificas, ya que la destruc-
cion quimica con nitrito sddico no resulta practica
en la mayoria de laboratorios.

Aldehidos, cetonas y disolventes organicos

El formaldehido es el residuo generado en el
laboratorio mas comun dentro de este grupo. No
debe ser eliminado directamente por el desagiie.
Conviene almacenarlo en recipientes seguros para
poderlo eliminar de manera controlada. La destruc-
cion con permanganato potasico es compleja. La eli-
minacion controlada también es aconsejable para los
diversos disolventes organicos (acetona, clorofor-
mo, xileno y otros derivados bencénicos, etc.).
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Bromuro de etidio

Es un mutageno poderoso de efecto acumula-
tivo utilizado en técnicas de biologia molecular.
Deben seguirse de forma estricta los procedimientos
de manipulacidén que eviten su contacto (guantes,
etc.). Los geles tefiidos con bromuro de etidio no
deben eliminarse como una basura convencional,
sino a través de los sistemas de eliminacion de
mutagenos y citostaticos propios del centro hospita-
lario. Las soluciones tampon de electroforesis que
contienen bromuro de etidio tampoco deben elimi-
narse por los desagiies. Deberian tratarse con carbon
activo (100 mg por cada 100 ml de solucion), filtrar
la solucién formada a través de un filtro de papel y
depositarlo todo en el cubo de eliminacion de citos-
taticos. Las superficies pueden decontaminarse apli-
cando una papilla de carbdén activo que se dejard
actuar durante un tiempo, depositandose posterior-
mente en el cubo de eliminacion de citostaticos.

Colorantes

Recomendaciones para la manipulacién de
residuos:

* Los recipientes para desechar los residuos de
riesgo en el area de trabajo deben ser rigidos, de
volumen inferior a 60 |, impermeables y resisten-
tes a acidos y alcalis, de cierre hermético y homo-
logados para ser incinerados.

* El almacenamiento y transporte debera hacerse
en condiciones seguras. Deben existir zonas aco-
tadas para su almacenamiento intermedio espe-
cialmente si los residuos son de riesgo, no
superando en ningun caso las 24 h una vez se ha
cerrado.

» Para los residuos no especificos se utilizaran bol-
sas de color diferenciadas.

* En el caso de objetos cortantes o punzantes
deberan utilizarse recipientes rigidos resistentes a
la perforacién cuyo volumen no supere los 2 I.

los desagiies. Se recomienda efectuar las tinciones
en cubetas que drenen sobre botellas o bidones que
se entregaran, una vez llenos, al gestor de residuos
autorizado. Estas medidas deben ser seguidas de
manera rigurosa en el caso de la tinciéon de aurami-
na. El naranja de acridina es también un compuesto
mutageno, por lo que se recomienda almacenarlo en
recipientes separados.

Metales pesados, mercurio y compuestos
organomercuriales

La rotura de termometros y manoémetros
puede ser una causa de exposicion al mercurio. Se
recomienda recoger los restos mas visibles y deposi-
tarlos en un recipiente cerrado. Los menos visibles
pueden recogerse con ayuda de polvo absorbente o
azufre y guardar el conjunto en otro envase. Los
residuos deben ser almacenados y eliminados de
forma controlada.

17.9. Normas de seguridad en el alma-
cenamiento, transporte y envio de
material bioldgico

17.9.1. Almacenamiento

El material infeccioso debe almacenarse en
zonas de acceso restringido para minimizar la posi-
bilidad de contaminacion del personal y del ambien-
te.

No deberian ser eliminados directamente por

El sistema basico de embalaje estara compuesto
por:

1. Recipiente primario a prueba de filtraciones, eti-
quetado, que contenga la muestra. El recipiente
debe envolverse con material absorbente.

2. Recipiente secundario a prueba de filtraciones,
que encierra y protege el recipiente primario. En él
se pueden colocar varios recipientes primarios,
colocando suficiente material absorbente para evi-
tar choques entre ellos. Los formularios, cartas y
otras informaciones de identificaciéon de la mues-
tra deben colocarse pegados con cinta adhesiva
en el exterior de este recipiente.

3. Recipiente externo de envio donde se coloca el
recipiente secundario para protegerlo de elemen-
tos externos como dafio fisico y agua.

Asociacion Espariola de Micologia
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17.9.2. Transporte y envio

No existen regulaciones ni recomendaciones
especificas para el transporte seguro de microorga-
nismos patdgenos. Sin embargo, si ampliamos la
definicion y los consideramos como “sustancias
infecciosas”, hay varios documentos internacionales

Figura 17.3. Sistema de embalaje para transporte aéreo de mate-
rial biolégico.

Figura 17.4. Sistema de embalaje para transporte terrestre de
material biolégico.

relacionados con el tema, como los de la Unidon
Postal Universal (UPU), la Organizacion
Internacional de Aviacion (OIAC) y la Asociacion
Internacional de Transporte Aéreo (IATA).

Estas directivas y, en general, todos los
documentos internacionales relacionados estan
basados en texto unico comun: Recomendaciones
del Comité de Expertos de las Naciones Unidas para
el transporte de articulos peligrosos.

Estas recomendaciones clasifican las mer-
cancias infecciosas en varias clases, dos de las cua-
les estan relacionadas con los microorganismos
patégenos: clase 6.2 (sustancias infecciosas) y clase
9 (sustancias peligrosas miscelaneas y articulos).

Los embalajes para transporte aéreo
(Figura 17.3) presentan algunas diferencias respecto
a los transportados por via terrestre (Figura 17.4), ya
que deben asegurar la proteccion frente a presiones
muy altas (Carburos Metéalicos, Embalajes y
Mercancias Peligrosas, Esdesla, Sarstedt). En los
vuelos internacionales esta estrictamente prohibido
que los pasajeros transporten sustancias infecciosas.

17.10. Normas de seguridad en
caso de accidente

17.10.1. Riesgos no biolégicos

Quimicos

Pueden deberse a inhalacion accidental por
no usar camara de gases, a deglucioén por pipetear
indebidamente o por contacto (salpicaduras de aci-
dos, alcalis, sustancias toxicas o cancerigenas).
En este ultimo caso la ducha de seguridad puede ser
de ayuda y, en cualquier caso, se debe acudir al
Servicio de Urgencias. Resulta de gran utilidad con-
sultar la ficha de seguridad del producto causante
del accidente y las notas técnicas que se encuentran
disponibles en las paginas web del Ministerio de
Trabajo y Asuntos Sociales [7,8].

Fisicos, eléctricos y fuego

Los accidentes fisicos mas frecuentes son las
heridas causadas por objetos punzantes o cortantes y
las quemaduras por vapor de autoclave. En los casos
que no puedan solucionarse con las medidas de pri-
meros auxilios se acudira al Servicio de Urgencias.

En los accidentes eléctricos jamas se intenta-
ra apartar al afectado de la fuente eléctrica con
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las manos, sino a través de un objeto no conductor, su sofocacion sin extintor, dado que la salida de CO2
procediendo previamente al corte del suministro a alta presion puede producir salpicaduras del liqui-
eléctrico. do inflamable que esta ardiendo.

En caso de fuego su extincion se llevara
acabo mediante extintores de CO:. Si se tratara de

liquidos que ardieran en su superficie, se procurara 17.10.2. Riesgos biolégicos

Tabla 17.3. Infecciones fungicas adquiridas en el laboratorio [9].

Hongo Inhalacién Inoculacién Piel Conjuntiva  Contacto con
transcutanea animal infectado

Blastomyces dermatidis X X

Coccidioides immitis X X

Cryptococcus neoformans X

Histoplasma capsulatum X X

Penicillium marneffei X X

Sporothrix schenckii X X X

Dermatofitos X
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18.1. Fundamento

Los programas de control de calidad en el
laboratorio de Micologia tienen como mision asegu-
rar que la informacion generada por el laboratorio
sea precisa, fiable y reproducible. La consecucion
de estos objetivos se logra valorando la calidad de
las muestras clinicas recibidas, controlando la reali-
zacion de los procedimientos diagnosticos, los reac-
tivos, medios e instrumentos utilizados, asi como la
formacion y conocimientos del personal del labora-
torio. También es necesario revisar y validar los
resultados obtenidos.

El interés global podria apartarse un poco de
detalles rigurosos, incluso puntillosos, de los contro-
les de calidad a favor de una evaluacién mas amplia
de la certificacion de calidad en la atencion del
paciente. Puede ser mas importante asegurarse que
los informes lleguen a tiempo al médico peticiona-
rio y sirvan como guia esencial para la atencion del
paciente que preocuparse, por ejemplo, que se con-
trole una tincion cotidiana de azul de lactofenol.

La precision y la utilidad clinica de un infor-
me elaborado por un laboratorio de Micologia
dependen de una serie de factores:

+ Calidad de la muestra clinica.

» Validez del método de procesamiento.

» La forma en que se realiza este método de proce-
samiento.

» Reactivos, medios, instrumentos y grado de pre-
paracion del personal.

» Realizacion del informe final de los resultados
obtenidos.

Un programa de Control de Calidad monito-
riza continuamente todos estos factores e identifica
las posibles areas de mejora.

En este Capitulo se detallan los distintos
componentes de un sistema de control de calidad en
un laboratorio segun las fases que existen desde que
una muestra clinica es recogida de un paciente hasta
que se remite el resultado final.

Asociacion Espaiiola de Micologia

18.2. Recogida y transporte de mues-
tras

El control de calidad en esta fase hace refe-
rencia a normas generales sobre la recogida de
muestras de un paciente. Se deben realizar pruebas
de cribado de las muestras recibidas como, por
ejemplo, contar las células epiteliales en una mues-
tra respiratoria. Como regla no se deben procesar
muestras inaceptables a no ser que no puedan ser
recogidas de nuevo. En este supuesto se debe hacer
constar la calidad de la muestra en el informe.
Nunca se deberan procesar las siguientes muestras:

 Torundas reutilizadas.

« Liquido cefalorraquideo en cantidad menor a
0,3 ml para la deteccion de antigeno criptocdcico.

 Suero hemolizado o lipémico para la realizacion
de técnicas serologicas fingicas.

18.3. Normas de procedimientos estan-
darizados

Las normas de procedimientos estandariza-
dos deben basarse en trabajos previamente publica-
dos en libros, revistas y manuales reconocidos, que
deben ser citados y estar disponibles siempre duran-
te el horario de trabajo. Las normas deben incluir las
fases del procedimiento, los limites de tolerancia,
los criterios de aceptabilidad de las muestras clini-
cas para ese procedimiento, la preparacion de reacti-
vos, la forma de realizar los informes y los controles
de calidad necesarios y recomendados. Deben ser
revisadas anualmente, consignandose y fechandose
los cambios realizados en estas revisiones, asi como
la persona responsable de dichos cambios.
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18.4. Control del equipamiento e
instrumentacion del laboratorio

Como norma general, hay que realizar los
controles de calidad y mantenimiento con la fre-
cuencia que sea necesaria para garantizar el correcto
funcionamiento del instrumental, siguiendo normal-
mente las indicaciones del fabricante. Se recomien-
dan los controles propios de cualquier laboratorio de
Microbiologia, detallados en la Tabla 18.1.

El material de vidrio reutilizable debe ser
limpiado y esterilizado, almacendndose cubierto con
papel de aluminio etiquetado con la fecha de esteri-
lizacion. Hay que utilizarlo antes de tres semanas.

Se deben conservar todos los documentos e
informes relativos a un equipo durante toda la vida
util del mismo.

18.5. Control de medios de cultivo

18.5.1. Medios elaborados
en el propio laboratorio

Como control de esterilidad, se debe probar
un 5% (escogidos al azar) de cada tanda de medios
preparados en el propio laboratorio. Se incuba la
mitad del 5% a 35 °C y la otra mitad a 25 °C duran-
te 72 h, inspeccionandolos diariamente. Solo es
aceptable el lote elaborado si el porcentaje encontra-
do de contaminaciones entre los medios incubados
es inferior al 5%. Los lotes de medios se deben eti-
quetar con el numero de lote, fecha de caducidad,
método de esterilizacion utilizado y la cantidad de

Tabla 18.1. Control de calidad de los equipos de uso comun en Micologia.

Equipo Procedimiento Periodicidad Limites de tolerancia
Refrigeradores Registro de temperatura* Diario o continuo 2°Ca8°C
Congeladores Registro de temperatura* Diario o continuo —-8°Ca-20°C
-60°Ca-80°C
Estufas Registro de temperatura® Diario o continuo 45°C+1°C
355°C+1°C
30°C+1°C
Banos de agua Registro de temperatura* Diario 36°Ca38°C
55°Cab7°C

Autoclaves Prueba con la tira de esporas
(Bacillus stearothermophilus)

pHmetros Soluciones calibradoras de pH

Centrifugas Revision de revoluciones por minuto

Campana de seguridad

(tacometro)

Medicion de la velocidad de aire
a través de la apertura frontal

Semanalmente

Con cada uso

Mensualmente

Cada 3-6 meses

Ausencia de crecimiento

0,1 unidades de pH
del estandar

Dentro del 5% del
ajuste del mando

1,52 m*® de aire/min.
+ 0,152 m*min.

* Cada termémetro debe ser calibrado con un termémetro patrén.
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medio realizado en ese lote.

18.5.2. Medios comerciales

Los medios adquiridos comercialmente
deben ser observados para comprobar el color, el
grado de sequedad y presencia de contaminaciones,
procediendo como en el caso anterior a realizar con-
troles de esterilidad. Estos medios comerciales estan
exentos de comprobar su capacidad de proporcionar

los resultados esperados, siempre que los fabrican-
tes hagan constar en la etiqueta que cumplen las
normas de calidad del NCCLS (documento
M22-A).

Los medios de cultivo elaborados en el pro-
pio laboratorio y los comercializados que no cum-
plan las normas M22-A deberan ser comprobados
utilizando cepas de control de calidad con morfolo-
gia, fisiologia y propiedades bioquimicas conocidas.
Una relacion del método a seguir se resume en la
Tabla 18.2. Es recomendable usar estas cepas con-

Tabla 18.2. Controles de calidad para medios de cultivo micolégicos.
Medio® pH Incubacién  Organismo control® ATCC® Resultados esperados
(£0,2)
@
8 Agar glucosado Sabouraud (SDA)" 5,6 4 sem Candida albicans 60193 Crecimiento
5 Emmonds modificado* 6,9 4 sem Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
3 Escherichia coli 25922 Inhibicion con
e antimicrobianos
A Aspergillus niger 16404 Inhibicion con
2 cicloheximida;
° Crecimiento con
8 gentamicina
é o cloramfenicol
g Agar glucosado de patata (PDA)! 5,6 4 sem Candida albicans 60193 Crecimiento
© Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
g BHIA (Agar-Infusion 7,4 1-3 dias Candida albicans 60193 Crecimiento
£ de Corazon-Cerebro) Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
s + Sangre de cordero’ Candida albicans 60193 Crecimiento
2 Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
k] + Sangre de cordero + Candida albicans 10231 Crecimiento
é antimicrobianos Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
s Escherichia coli 25922 Inhibicion
5] Aspergillus niger 16404 Inhibicion con
© cicloheximida
Agar Czapek Dox 7,3 1-2 sem Aspergillus niger 16404 Crecimiento
Agar fungus selection® 6,9 4 sem Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
Candida albicans 10231 Crecimiento
Aspergillus niger 16404 Inhibicion
Escherichia coli 25922 Inhibicion
Agar inhibidor de mohos 6,7 4 sem Aspergillus niger 16404 Crecimiento
Candida albicans 10231 Crecimiento
Escherichia coli 25922 Inhibicion
Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
Agar extracto de malta 5,6 4 sem Candida albicans 60193 Crecimiento
Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
Agar ascospora 6,5 1-4 sem Saccharomyces cerevisiae 9763 Ascosporas
Candida albicans 10231 Ausencia de
ascosporas
Agar harina de maiz
+/- Polisorbato (Tween 80) 5,8 3 dias Candida albicans 10231 Crecimiento,
clamidosporas
Candida pseudotropicalis 8553 Crecimiento,
no clamidosporas
+ Glucosa 5,8 1-4 sem Trichophyton rubrum 28188 Crecimiento, rojo
Candida albicans 10231 Crecimiento
Sigue en la pagina siguiente
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Tabla 18.2. Controles de calidad para medios de cultivo micolégicos (continuacion).
Medio® pH Incubacién  Organismo control® ATCC* Resultados esperados
(*0,2)
Agar patata zanahoria bilis 5,8 1-3 dias Candida albicans 10231 Crecimiento,
clamidosporas
Candida pseudotropicalis 8553 Crecimiento,
no clamidosporas
Agar extracto de arroz 5,8 1-2 dias Candida albicans 10231 Crecimiento,
clamidosporas
Candida krusei 6258 Crecimiento,
no clamidosporas
Agar alpiste 6,5 1-14 dias  Cryptococcus neoformans 32045 Crecimiento,
pigmento pardo
Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento,
ausencia de pigmento
Urea de Christensen 1-3 dias Cryptococcus neoformans 66031 Rosa a rojo
Candida albicans 60193 Ausencia de color
Agar dermatofitos® 5,5 7 dias Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento, rojo
Candida albicans 10231 Crecimiento escaso
Aspergillus niger 16404 Inhibicion
Escherichia coli 25922 Inhibicion
Agar Trichophyton #1, #2, #3, #4 Trichophyton mentagrophytes 9533 Buen crecimiento
en todos
Trichophyton tonsurans Buen crecimiento
en tubos # 3, 4
Escaso crecimiento
en tubos # 1, 2
Buen crecimiento
en tubos # 2, 3
Escaso crecimiento
entubos # 1, 4
Medio de arroz Microsporum audouinii No crecimiento o
decoloracion
pardusca del medio
Microsporum canis Crecimiento, color
amarillo brillante
Trichophyton mentagrophytes 9533 Buen crecimiento
Agar urea dextrosa 6-8 dias Trichophyton mentagrophytes 9533 Rosa a rojo
Trichophyton rubrum 28188 Ausencia de color
Medios comerciales
CHROMagar Candida 1-3 dias Candida krusei 6258 Rosa / rugosa
Candida albicans 10231 Verde
Albicans ID 1-3 dias Candida albicans 10231 Azul
Cryptococcus laurentii 18803 Ausencia de color
CHROMalbicans Agar 1-3 dias Candida albicans 60139 Azul
Cryptococcus laurentii 18803 Ausencia de color
Murex CA-50 1-3 dias Candida albicans 60139 Azul
Cryptococcus laurentii 18803 Ausencia de color
Candi-select Candida albicans 2091 Azul
Candida tropicalis 750 Blanco
Staphylococcus aureus 25923 Ausencia de
crecimiento
Mycosel Trichophyton mentagrophytes 9533 Crecimiento
Aspergillus flavus Escaso o ausencia de
crecimiento
Sin in6culo No crecimiento
a: Los inéculos no estan estandarizados
b: Organismos recomendados para control de calidad. Aunque se citan cepas de la ATCC, se acepta cualquier hongo que ofrezca un resultado similar
c: ATCC, American Type Culture Collection
d: Exento de realizar control de calidad si los medios son comerciales

trol cada vez que se utiliza el medio, pero la periodi- cidad de estas comprobaciones sera establecida por

pier
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el responsable del laboratorio, dado que no existen

normas concretas, aunque es muy aconsejable reali-

zarlas cada vez que se usa un lote nuevo de medios. una etiqueta con la fecha de preparacion y el nom-
bre de la persona que ha elaborado el colorante. Los
procedimientos de preparacion de los colorantes y
realizacion de las tinciones deberan estar escritos y
disponibles mientras esté abierto el laboratorio.
La adquisiciéon de reactivos se deberd limitar a un
o ) suministro de seis meses. Los controles de calidad y
18.6. Tinciones y reactivos los resultados esperados, asi como la periodicidad
con la que deben ser llevados a cabo se especifican
en la Tabla 18.3.

Todas las soluciones de tincion y los diferen-
tes reactivos deberan estar etiquetadas con su nom-
bre, el numero de lote, la fecha de caducidad y las
condiciones de almacenamiento. Los productos
comerciales deberan ser fechados a la recepcion y 18.7. Técnicas morfoldgicas de
en el momento de la apertura para su uso. Las solu-
ciones preparadas en el laboratorio deberan tener

Tabla 18.3. Controles de calidad de las tinciones.

Calcoflaor
Candida albicans . ... ............. Color azul brillante o verde manzana
Control negativo. . ................ KOH mezclado con el blanco de calcofltior

Comprobar cada vez que se use

Tinta China

Cryptococcus albidus. . .. .......... Presencia de capsula hialina

Comprobar cada vez que se use y que la tinta china no esta contaminada

Hidroxido Potasico .............. Combinar el reactivo antes de su uso utilizando una muestra de esputo para
confirmar que se disuelve y que esta libre de bacterias y de elementos flungicos

Lactofenol-azul de algodon

Penicilliumspp. .................. Se observara la pared celular de color azul intenso

Comprobar también la esterilidad del colorante

©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Tabla 18.4. Controles de calidad de los procedimientos de identificacion morfolégicos.

Tubos germinativos

1) Candida albicans ATCC 60193 . . . . Control positivo fi tubos germinativos
2) Candida tropicalis ATCC 66029 . .. Control negativo fi ausencia de tubos germinativos

Realizar cada vez que se ejecute

Conversioén dimorfica BHI con 10% de sangre de cordero
1) Histoplasma capsulatum . . . ... ... Crecimiento/conversion a levadura
2)Sininéeulo. . ... No crecimiento

Realizar con cada nuevo lote

Perforacion de pelo

1) Trichophyton mentagrophytes. . . . . Control positivo fi Perforacion
2) Trichophyton rubrum . . .......... Control negativo fi Ausencia de perforacion

Ejecutar el control cada vez que se realiza la técnica

Termotolerancia

1) Aspergillus fumigatus. . .. ........ Control positivo fi Crecimiento a 45-50 °C
2) Aspergillus flavus. . . ............ Control negativo fi Ausencia de crecimiento

Asociacion Espaiiola de Micologia
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identificacion

Los diferentes controles de calidad para las
diversas técnicas de identificacion basadas en carac-

isti Ogi Tabla 18.4. : P
teristicas morfologicas se muestran en la Tabla 18 bioquimica

18.8. Tecnicas de identificacion Todas las pruebas bioquimicas deben reali-

zarse segun las instrucciones recogidas en los

Tabla 18.5. Controles de calidad de las pruebas de identificacion bioquimica.

Medio Organismo control ATCC Resultado esperado

Levaduras: asimilacion de carbohidratos

Control (sin carbohidratos) Candida albicans 10231 No crecimiento
Cryptococcus laurentii 18803 No crecimiento
Celobiosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Galactitol Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Galactosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Glucosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Inositol Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Lactosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Maltosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Melibiosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Rafinosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Trehalosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento
Xilosa Cryptococcus laurentii 18803 Crecimiento
Candida krusei 6258 No crecimiento

Levaduras: fermentacion de carbohidratos

Control (sin carbohidratos) Candida albicans 10231 Negativo, no gas
Candida krusei 6258 Negativo, no gas
Celobiosa Candida lusitaniae 34449 Positivo, gas
Candida albicans 10231 Negativo, no gas
Galactosa Candida kefyr 2512 Positivo, gas
Cryptococcus laurentii 18803 Negativo, no gas
Glucosa Candida albicans 10231 Positivo, gas
Cryptococcus laurentii 18803 Negativo, no gas
Lactosa Candida kefyr 2512 Positivo, gas
Cryptococcus laurentii 18803 Negativo, no gas
Maltosa Candida albicans 10231 Positivo, gas
Candida kefyr 2512 Negativo, no gas
Sucrosa Candida kefyr 2512 Positivo, gas
Candida krusei 6258 Negativo, no gas
Trehalosa Candida tropicalis 13803 Positivo, gas
Cryptococcus laurentii 18803 Negativo, no gas

Sigue en la pagina siguiente
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Tabla 18.5. Controles de calidad de las pruebas de identificaciéon bioquimica (continuacion).

Medio Organismo control ATCC Resultado esperado

Medios comerciales
Vitek Tarjetas ID-YST®

1. Candida tropicalis 201380 Identificacion correcta
2. Candida tropicalis 201381 Identificacion correcta
3. Candida kefyr 4135 Identificacion correcta
4. Candida magnoliae 201379 Identificacion correcta
5. Candida membranaefaciens 201377 Identificacion correcta
6. Candida membranaefaciens 201378 Identificacion correcta
7. Trichosporon mucoide 201382 Identificacion correcta
8. Trichosporon mucoide 201383 Identificacion correcta
Realizar con cada nuevo lote
API ID 32C®
1. Candida glabrata 64677 Identificacion correcta
2. Candida guilliermondii 6260 Identificacion correcta
3. Cryptococcus humicola 64676 Identificacion correcta
4. Candida krusei 6258 Identificacion correcta
Realizar con cada nuevo lote
BactiCard Candida®
1. Candida albicans 10231 Identificacion correcta
2. Cryptococcus neoformans 32045 Identificacion correcta
Realizar con cada nuevo lote
RapID Yeast Plus System®
1. Candida kefyr 2512 Identificacion correcta
2. Candida glabrata 2001 Identificacion correcta

Realizar con cada nuevo lote

MicroScan Rapid Yeast Identification®
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1. Candida albicans 66027 Identificacion correcta
2. Candida tropicalis 66029 Identificacion correcta
3. Cryptococcus albidus 66030 Identificacion correcta
4. Cryptococcus neoformans 66031 Identificacion correcta
5. Candida glabrata 66032 Identificacion correcta
6. Cryptococcus unigutulatus 66033 Identificacion correcta

Realizar con cada nuevo lote

manuales de procedimientos de los diversos sumi-
nistradores. En dicho manual se consigna los con-
troles que se deben utilizar, asi como los resultados
esperados. Estos resultados deben ser recogidos y
fechados; también se debe anotar el lote de los reac-
tivos utilizados. Una lista de los controles de calidad
y de los resultados esperados se detalla en la
Tabla 18.5.
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18.9. Técnicas serologicas

Las técnicas serologicas suelen incorporar
sus propios controles (positivo y negativo) que hay
que utilizar cada vez que se realicen las mismas.
También pueden utilizarse sueros propios del labo-
ratorio con titulaciones ya conocidas (Capitulo 14).

18.10. Pruebas de sensibilidad
antifungica

El NCCLS ha elaborado el documento
M27-A en el que se recoge el método de referencia
para las pruebas de sensibilidad in vitro de levadu-
ras por la técnica de dilucion en caldo, haciendo una
detallada exposicion de los procedimientos del con-
trol de calidad, su propdsito, ejecucion y periodici-

dad (Capitulo 15).

Es necesario comprobar cada nuevo lote de
medio para realizar las pruebas de sensibilidad in
vitro con uno de los controles de calidad listados en
la Tabla 18.6 para determinar si las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) se encuentran dentro del
intervalo esperado, de no ser asi hay que retirar el
lote.

Cada vez que se realizan estas pruebas de
sensibilidad el medio debe ser evaluado para com-
probar su esterilidad (incubar una porcién de medio
sin inocular) y viabilidad (incubar medio con inocu-
lo y sin antifingico) y deberan incluirse los dos con-
troles de calidad. Los resultados de las pruebas no
se informaran a no ser que los controles sean correc-
tos.

Todos los resultados deben ser recogidos,
informados y fechados en hojas apropiadas.

Tabla 18.6. Intervalos de CMI recomendados para los controles de calidad en técnicas de dilucién en caldo.
Organismo ATCC Antifungico Intervalo de CMI
(ng/ml)
Candida parapsilosis 22019 Anfotericina B 0,5-4
Caspofungina 0,5-4
Fluconazol 1-4
Itraconazol 0,12-0,5
Ketoconazol 0,06 - 0,5
Posaconazol 0,06 - 0,25
Ravuconazol 0,03-0,25
Voriconazol 0,03 -0,25
5-fluorocitosina 0,12-0,5
Candida krusei 6258 Anfotericina B 1-4
Caspofungina 0,25-1
Fluconazol 16 - 128
Itraconazol 0,25-1
Ketoconazol 0,25-1
Posaconazol 0,12-1
Ravuconazol 0,25-1
Voriconazol 0,12-1
5-fluorocitosina 8,0-32

Las instrucciones para la realizacion y eva-
luacion de las pruebas de sensibilidad, en el caso los
sistemas comercializados, Sensititre, Etest, etc., se
detallan en los manuales que los diferentes fabrican-
tes proporcionan con sus productos.
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Los sistemas comerciales coinciden con el
NCCLS en el uso de las mismas cepas como contro-
les de calidad (Tabla 18.6).

18.11. Elaboracion de informes

El proceso de identificacion de un agente
causal de una infeccion fingica debe finalizar con
un informe elaborado seglin normas de calidad pre-
viamente establecidas entre el Laboratorio y los dis-
tintos Servicios peticionarios. Estas normas de
calidad deben incluir los siguientes puntos:

 El Servicio y el médico peticionarios deben que-
dar indicados de una manera clara e inequivoca,
asi como el diagndstico de sospecha principal y
las caracteristicas clinicas y evolutivas necesa-
rias para una investigacion etioldgica precisa.

» Debe habilitarse una forma rapida de informe
preliminar para cuando la relevancia del diag-
nostico lo requiera. La forma habitual es la tele-
fonica, que nunca debe sustituir al formato en
papel posterior. En este informe definitivo debe
indicarse que hubo un informe preliminar telefo-
nico, quién lo dio, quién lo recibio y cuando fue
dado.

 Se deben sefialar de forma conveniente los resul-
tados inusuales, para que puedan destacar del
resto.

 El laboratorio debe suministrar informacion
relativa a los intervalos de valores normales o
interpretar los valores encontrados en términos
acordados (sensible, resistente...). También, en
su caso, debe hacer referencia a las limitaciones
de las técnicas, en caso de existir.

« Si una identificacion, total o parcial, o una deter-
minacion de sensibilidad no se realiza en el pro-
pio laboratorio, se debe consignar en el informe
definitivo donde se ha enviado para el diagndsti-
co final y adjuntar el informe del laboratorio

externo.

» Los informes se deben guardar al menos dos afios
en lugares de facil acceso. Actualmente los sopor-
tes informaticos proporcionan una muy buena
accesibilidad a gran cantidad de datos almacena-
dos.

18.12. Control de calidad externo

Cada laboratorio, independientemente de su
propio Control de Calidad, puede también participar
en programas de Control de Calidad externos que per-
miten, mediante analisis de resultados, controlar los
métodos analiticos en toda su extension: procedimien-
tos, instrumental, sistemas, reactivos, etc., que refleja-
ran la efectividad y niveles de experiencia del mismo.
La Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) ha concebido un
Programa de Control de Calidad al servicio de sus
socios y de los profesionales de la Microbiologia
Clinica que se materializa en el envio de muestras,
acompaifadas de una historia clinica, que deben ser
procesadas por cada laboratorio; los resultados se
envian para su analisis a los coordinadores del progra-
ma para la elaboracion de un informe individual de

¢ Control de Calidad de la Sociedad Espaiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica.
Direccién Postal:
SEIMC. Programa de Control de Calidad.
C/ Caballero de Gracia 24, 4° |zda.
28013 Madrid

Teléfono: +34 915 233 099
Fax: +34 915 227 505
E-mail: seimc@seimc.org
http://www.seimc.es

¢ Control de Calidad Externa del Laboratorio
Central de Salud Publica del Reino Unido.
Direccién Postal:
Quality Assurance Laboratory.
Central Public Health Laboratory
61 Colindale Avenue
London NW9 5HT
UK

Teléfono: +44 020 890 59890

Fax: +44 020 820 51488

E-mail: organiser@uknegasmic.win-uk.net
http://www.pcuq.co.uk/~uknegasm
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cada laboratorio. El programa es estrictamente con-
fidencial y la participacion en el mismo supone el
abono de una cuota para cubrir los gastos de manu-
factura y gestion.

A escala internacional, el Laboratorio
Central de Salud Publica del Reino Unido en
Londres ofrece la posibilidad de realizar Programas
de Control de Calidad Externos que evaltan el fun-
cionamiento de los laboratorios que lo soliciten a la
luz de estandares internacionales.

18.13. Listado y manejo de
las cepas de control de calidad

Las cepas de referencia usadas como contro-
les de calidad deben obtenerse de fuentes fiables,
por ejemplo de la American Type Culture
Collection (ATCC) o de la Coleccion Espaiiola de
Cultivos Tipo (CECT). Existen también otras insti-
tuciones y fuentes comerciales fiables que han
demostrado su pericia en la conservacion y manejo
de estas cepas.

Las cepas de referencia deben conservarse de

Bibliografia recomendada

. Della-Latta P, Vellozzi EM. Instrument maintenance and
quality control. En: Isenberg HD (Ed.) Essential procedures
for clinical microbiology. Washington D.C., American
Society for Microbiology Press, 1998: 693-747.

*  Hazen KC. Mycology and aerobic actinomycetes.

En: Isenberg HD (Ed.) Essential procedures for clinical
microbiology. Washington D.C., American Society for
Microbiology Press, 1998: 255- 360.

*  Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC,
Winn WC. EI papel del laboratorio de Microbiologia en el
diagnostico de Enfermedades Infecciosas: Indicaciones
para su practica y manejo. En: Diagnéstico Microbioldgico.
Buenos Aires, Panamericana, 1999: 67-119.

«  Land GA. Mycology. En: Isenberg HD (Ed.) Clinical
Microbiology Procedures Handbook. Washington D.C.,
American Society for Microbiology Press, 1992: 6.0.1-

forma que se minimice al maximo las posibilidades

* Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT):
Direccién Postal:
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo
Universidad de Valencia
Edificio de Investigacion
Campus de Burjassot
46100 Burjassot - Valencia

Fax: +34 963 983 187
E-mail: CECT@uv.es
http://www.uv.es/cect

American Type Culture Collection (ATCC):
Distribuidor para Espafa:

LGC Deselaers SL

Peru, 104 Nave 3

08018 Barcelona

Teléfono: +34 932 662 731
Fax: +34 933 073 612
E-mail: info@imatra.es
http://www.atcc.org

de mutacion. Procesos como la congelacion a
—70 °C o la liofilizacion, correctamente realizados,

6.12.4.

*  McGinnis MR. Quality control. En Laboratory hanbook of
Medical mycology. New York, Academic Press, 1980.

*  National Committee for Clinical Laboratory Standard. QC
assurance for commercially prepared microbiological culture
media. Approved Standard. M22-A. Villanova, National
Committee for Clinical Labotatory Standard, 1990.

«  National Committee for Clinical Labotatory Standard.
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility
testing of yeasts; Approved Standard. M27-A. Villanova,
National Committee for Clinical Laboratory Standard, 1997.

«  Sewell DL. Quality control. En: Isenberg HD (Ed.) Clinical
microbiology procedures handbook. Washington D.C.,
American Society for Microbiology Press, 1992: 13.2.1-
13.2.35.
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Control de la bioseguridad ambiental

José Sanchez-Paya

19.1. Fundamento

La aspergilosis invasora junto con otras
micosis oportunistas constituyen un grupo de infec-
ciones nosocomiales que, independientemente de la
alarma social generada en Espaifia en los tltimos
afios, poseen una baja incidencia pero originan una
elevada morbi-mortalidad. Por lo tanto, cualquier
programa de vigilancia, prevencion y control de la
infeccion hospitalaria que se precie, debe disponer
de un subprograma especifico para la prevencion de
estas infecciones.

Actualmente no existe suficiente evidencia
cientifica que avale la utilizacion sistematica de
pautas de quimioprofilaxis antifingica en pacientes
de alto riesgo, por lo que las estrategias de preven-
cioén y control de la aspergilosis nosocomial deben
encaminarse a la obtencion de unos adecuados nive-
les de bioseguridad ambiental (BSA) respecto a
hongos oportunistas. Entendiendo por BSA aquella
situacion ambiental con niveles aceptables de conta-
minacion de esporas fungicas que hace improbable
la adquisicién de infecciones de transmision aérea
por parte de enfermos susceptibles.

A efectos practicos y, en funcion del riesgo
que presentan los pacientes que habitualmente son
atendidos en las diferentes areas o servicios hospita-
larios, se pueden distinguir tres zonas o areas bien
diferenciadas:

« Areas en las que habitualmente se atiende a
pacientes de alto riesgo: i) quir6fanos donde se
realizan intervenciones de alto riesgo: cirugia
con protesis (cardiaca, neuroquirdrgica, trauma-
toldgica), trasplante hepatico y pulmonar, ii)
areas de hospitalizacion (con ambiente protector)
donde se atiende a pacientes neutropénicos
(<1.000 neutréfilos/mm’ mantenidos durante dos
semanas de duracién o <100 neutrofilos/mm’
mantenidos durante una semana) y iii) areas de
hospitalizacion de receptores de células hemato-
poyéticas o de 6rgano sdlido.

« Areas donde se atiende a pacientes de riesgo
intermedio: i) quir6fanos donde se realizan el
resto de intervenciones quirdrgicas y ii) areas de
hospitalizaciéon donde se atiende a pacientes cri-
ticos (UCI, Reanimacién, Unidad de Grandes
Quemados).

» Areas donde se atiende a pacientes de riesgo
bajo: resto de unidades asistenciales.

Aunque esta clasificacion es muy util para
valorar el riego de los pacientes segiin su ubicacion,
cada vez se describen mas casos de micosis invaso-
ras en pacientes no incluidos en los grupos anterio-
res, como los afectados por enfermedad pulmonar
obstructiva cronica en tratamiento con corticoides
de manera prolongada.

19.2. Recomendaciones para el
control de la bioseguridad ambiental

Estas medidas se pueden resumir, basica-
mente, en: i) mantenimiento correcto de la instala-
cién de climatizacion, ii) adecuada limpieza de
superficies, iii) aislamiento apropiado de las zonas
que lo precisen, especialmente ante situaciones de
remodelacion u obras, y iv) instruccion periodica al
personal sobre los métodos de barrera, circulacion

Un aspecto importante a la hora de tener en
cuenta las recomendaciones existentes en la literatu-
ra cientifica y la posible controversia que existe con
respecto alguna de ellas, es el hecho de que estas se
basan fundamentalmente en acuerdos entre expertos
mas que en pruebas obtenidas a partir de estudios
controlados dada la dificultad de realizacién de estos
ultimos.
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en areas quirdrgicas, etc. [1-8].

19.2.1. Sistemas de ventilacion

Si no existen normativas propias de cada
hospital sobre las caracteristicas de los sistemas de
climatizacion en las areas asistenciales, es aconseja-
ble seguir las recomendaciones establecidas por
organismos o instituciones de reconocido prestigio
(Tabla 19.1). Ademas, es importante tener presente
los siguientes aspectos relacionados con los siste-
mas de ventilacion:

El funcionamiento de los sistemas de ventila-
cioén debe monitorizarse de acuerdo con las especifi-
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Tabla 19.1. Caracteristicas de los sistemas de ventilacion en las diferentes areas de un hospital.

Area Movimiento Cambios Humedad Relativa Temperatura
del aire de aire/ h minimos (%) (°C)
Quirdrgica y cuidados criticos:
Quiréfano Fuera 15 30-60 20-23
Paritorio Fuera 15 30-60 20-23
Despertar - 6 30-60 21-24
Cuidados intensivos - 6 30-60 21-24
C. |. neonatales - 6 30-60 22-26
Endoscopias Dentro 6 30-60 20-23
Broncoscopias Dentro 12 30-60 20-23
Urgencias Dentro 12 - 22-26
Enfermeria:
Habitacion - 6 - 21-24
Habitacion con ambiente protector Fuera 12 - 24
Habitacion de aislamiento Dentro 12 - 24
Servicios Centrales:
Radiologia intervencionista / Hemodinamica Fuera 15 30-60 21-24
Lab. Bioquimica Fuera 6 - 24
Lab. Microbiologia Dentro 6 - 24
Sala autopsias Dentro 12 - -

Fuente: adaptado de American Society of Heating, Refrigerating, and Air-Conditioning Engineers. 1999 ASHRAE Handbook: Heating, Ventilating, and Air-
Conditioning Applications, Chapter 7: Health Care Facilities. Atlanta GA; 1999: 7.1-7.13.

caciones y recomendaciones del fabricante. dispo-
niendo, ademas de un plan de mantenimiento de los
filtros instalados.

La entrada y salida del aire deben estar
correctamente colocadas:

» La extraccion se situara a mas de siete metros de
las tomas de aire.

» Las tomas de aire del exterior deben colocarse,
aproximadamente, a 180 cm del suelo 0 a 90 cm
sobre el tejado y protegidas para impedir el
acceso de pajaros u otros animales a estas
estructuras.

La limpieza de las rejillas de los sistemas de
ventilacién se programara adecuadamente (ej. cada
6 meses en las areas de riesgo y una vez al afio en el
resto del hospital).

Siempre que sea necesario, se utilizaran fil-
tros HEPA portatiles teniendo en cuenta una serie
de consideraciones antes de su uso:

» Seleccionar aquellos que recirculen todo, o casi
todo, el aire y provean mas de 12 cambios de
aire por hora.

* No reutilizar filtros que han sido previamente
utilizados en zonas en obras.

« Situar el filtro de tal manera que filtre todo el
aire de la habitacion.

El nimero adecuado de habitaciones con

ambiente protector en cada hospital estard en fun-
cion de la poblacion atendida por el centro.

Los sistemas de ventilacion no se deben
detener nunca, excepto para su mantenimiento,
reparacion, comprobacion de reentrada en situacio-
nes de emergencia o nueva construccion.

Consejos sobre el mantenimiento de los
sistemas de ventilacion

« Si el sistema se tiene que detener por algun
motivo, no parar todo el sistema al mismo tiem-
po.

* Cuando se cambien, los filtros deben ser intro-
ducidos de manera inmediata en bolsas para
impedir la dispersion de esporas fungicas.

» Las actividades de mantenimiento y de puesta en
marcha de la instalacion deben programarse con-
juntamente con el personal encargado del con-
trol de infecciones.

En las areas de riesgo (quiréfanos y habita-
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ciones con ambiente protector) se procurara dispo-
ner de sistemas de ventilacion alternativos para su
puesta en marcha en caso de necesidad.

19.2.2. Areas quirurgicas

Sistemas de climatizaciéon

« Temperatura: 20-23 °C, humedad relativa:
30-60%.

» Renovaciones de aire: minimo 15-20/h.

» En caso de recirculacion de aire, un 20% debe
ser aire exterior.

« La entrada de aire debe situarse en la parte supe-
rior y la extraccion cerca del suelo.

« Presion diferencial positiva entre quiréfano y
areas adyacentes: 210 pascales.

« Aire filtrado mediante prefiltro, filtro de alta efi-
cacia (90%) y filtro absoluto (HEPA) en posi-
cién terminal.

» El sistema de ventilacion debe estar funcionando
de manera continua.

Procedimientos de limpieza

» Realizar dos limpiezas diarias: la primera debe
estar finalizada antes del comienzo de la activi-
dad quirargica y la segunda tras finalizar la acti-
vidad.

« Comenzar a limpiar por el anfiteatro, continuar
por el area intermedia y, posteriormente, por el
resto de las areas.

« Utilizar agua limpia para limpiar cada anfiteatro.

» Limpiar las superficies horizontales entre inter-
venciones; en caso de salpicaduras, también se
limpiaran las superficies verticales.

» Limpiar semanalmente los paramentos horizon-
tales altos, la lampara y la parte exterior de las
rejillas. Para ello, se utilizard agua, jabon y lejia
estandar (40 g de cloro libre por litro) a una
dilucién 1:10.

» No utilizar radiacion ultravioleta para desinfec-
cion del ambiente del quirdfano.

Disciplina intraquiréfano

e Vestimenta: bata o pijama quirrgico, calzas o
zapato especifico de quir6fano, gorro y mascari-
lla.

« Circulacion: restriccion del nimero de personas
presentes y de los movimientos del personal.
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« Estanqueidad: mantener siempre las puertas y
las ventanas cerradas (lo ideal es disponer de
puertas con cierre hermético y automatico).

Verificacion

La verificacion del funcionamiento de los
sistemas de ventilacion se realizara mediante:

» Medicion de los cambios de aire por hora y de
las presiones diferenciales, con una periodicidad
minima mensual.

» Registro diario (monitorizacion digital) de pre-
sion, temperatura y, si es posible, de la presion
diferencial.

« Sustitucion de los filtros cuando se colmaten o
existan anomalias en su funcionamiento.

Controles microbiolégicos

Se realizaran si existen incidencias en los sis-
temas de climatizacion, humedades, obras anexas,
tras la aparicion de casos y siempre que se tenga que
evaluar las medidas introducidas para el control de
infecciones o se realicen cambios en los protocolos
para su control.

La realizacion de controles rutinarios o
periodicos es una medida controvertida, pues se
parte de la premisa que si hay un adecuado funcio-
namiento de los sistemas de climatizacion y limpie-
za estos carecen de utilidad. Pero, a su vez, no se
puede olvidar que son un excelente indicador indi-
recto para evaluar el adecuado funcionamiento de
estos, por lo que se recomienda que su realizacion
se adapte a las circunstancias particulares en cada
caso, siendo razonable utilizar ciertas estrategias
como la realizacién de controles con periodicidad
maxima mensual en las areas de riesgo donde no se
pueda realizar una monitorizacioén continua del fun-
cionamiento de los sistemas de climatizacion.

19.2.3. Areas con ambiente protector

Estan constituidas por las habitaciones para
receptores de células hematopoyéticas u drganos
solidos y para enfermos inmunodeprimidos.

Funcionamiento de los sistemas
de climatizaciéon

» Temperatura: 24 °C , humedad relativa: 40-60%.
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Metodologia de los controles microbiolégicos:

« Se recomienda la utilizacion de métodos volumétricos (Figura 19.1).

+ Para emplear adecuadamente el muestreador volumétrico deben seguirse, de manera estricta, las recomendaciones
del fabricante.

« El muestreo se realizara tras 2 o 3 h de actividad quirdrgica.
« Debe utilizarse un medio de cultivo selectivo para hongos (ej. agar Rosa de Bengala) .
- Es aconsejable el muestreo de grandes volumenes de aire (1 m®) por estancia.

< Situar el muestreador en la parte alta de la estancia, cerca de la entrada del aire acondicionado, de esta forma se
puede evaluar la calidad del aire entrante (Figura 19.2).

» Posteriormente, se realiza otra toma de la parte baja de la estancia, aproximadamente a un metro de altura, para
evaluar la remocién de esporas de las superficies horizontales y la entrada de estas por puertas y ventanas.

« Las placas se incuban a 37 °C. A las 48 h se realiza una lectura inicial y, a los cinco dias, la definitiva (Figura 19.3).
- Es aconsejable la identificacion de todas las especies aisladas (Capitulo 13).
» El umbral de bioseguridad para hongos oportunistas es de 1 UFC/m®.

Figura 19.1. Modelo de muestreador volumé- Figura 19.2. Realizacion de una muestra
trico. ambiental a la salida del sistema de ventilacion.

Figura 19.3. Colonias de hongos filamentosos en
una placa de control ambiental después de 5 dias

de incubacion.
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» Renovaciones de aire: minimo de 12 renovacio-
nes/h.

* En caso de recirculacion de aire, un 20% debe
ser aire exterior.

+ La entrada de aire debe situarse en la parte supe-
rior y la extraccion cerca del suelo en la parte
opuesta de la habitacion.

 Presion diferencial positiva entre habitacion y
areas adyacentes: 2,5 pascales, aproximadamen-
te.

« Aire filtrado: prefiltro, filtro de alta eficacia
(90%) y filtro absoluto (HEPA) en posicion ter-
minal.

» El sistema de ventilacidon debe estar funcionando
de manera continua.

Procedimientos de limpieza

 Realizar dos limpiezas diarias.
» Se debe limpiar de dentro hacia fuera.

« Limpiar semanalmente los paramentos horizon-
tales altos y la parte exterior de las rejillas utili-
zando agua, jabon y lejia estandar (40 g de cloro
libre por litro) a una dilucioén 1:10.

Otras recomendaciones

 Las habitaciones deben estar selladas adecuada-
mente (ventanas, cajas de persianas, falsos
techos, etc.).

+ Las puertas se cerrardn de manera automatica.

+ Cuando el enfermo abandone la habitacion para
procedimientos diagnosticos o terapéuticos
(tiempo que debe ser reducido al maximo) debe
utilizar un equipo de proteccidn respiratoria
adecuado, como los respiradores de particulas
(P2). No utilizar mascarillas quirurgicas para tal
fin.

» Las medidas a tomar cuando se produzcan inci-
dencias (goteras, interrupciones en los sistemas
de climatizacion, etc.) deben estar protocoliza-
das. Al igual que cuando se reinicien las activi-
dades en el area después de subsanada la
incidencia.

Verificacion

El correcto funcionamiento de los sistemas
de ventilacion debe ser verificado periddicamente:

» Todos los dias se monitorizaran los cambios de
aire por hora y las presiones diferenciales.

» Cuando los filtros se colmaten, o existan anoma-
lias en su funcionamiento, debe procederse a su
sustitucion.
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Controles microbiolégicos
Para su realizacion se seguiran las mismas

indicaciones y metodologia que para los quir6fanos
de alto riesgo.

19.2.4. Areas de riesgo intermedio

En las areas quirrgicas que no sean conside-
radas de alto riesgo, las medidas recomendadas son
similares en lo referente a los procedimientos de
limpieza, disciplina intraquir6fano y sistemas de
ventilacion. Para la verificacion de estas medidas se
aconseja realizar controles microbiologicos especifi-
cos para hongos unicamente ante incidencias como

Un consejo...

Como se deduce de todo lo anterior, para lograr
un adecuado grado de aplicacién de todas las reco-
mendaciones comentadas es necesaria una estrecha
colaboracion entre los servicios implicados, el servi-
cio de mantenimiento y el personal encargado del con-
trol de las infecciones hospitalarias.

las descritas para el area quirtrgica.

Las recomendaciones para las areas de aten-
cidn a pacientes criticos son similares a las medidas
generales ya comentadas para los sistemas de venti-
lacion, limpieza de superficies horizontales (dos
veces al dia), limpieza semanal de superficies hori-
zontales altas (techos, baldas, etc.), limpieza de sal-
picaduras de manera inmediata, sellado de ventanas
y, siempre que sea posible, puertas cerradas.

19.3. Obras en el hospital

La realizacion de obras o reformas estructu-
rales en el hospital es una situacién de riesgo que
merece ser comentada especificamente; ya que, es
un hecho demostrado, el polvo y los escombros que
se generan en un proceso de construccion o remode-
lacion pueden ser vehiculo de transmision de micro-
organismos oportunistas [4,9,10].

Los proyectos de construccion y remodela-
cion de instalaciones hospitalarias suponen un reto
muy especial para el personal encargado de la pre-
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vencion y control de la infeccion, que debera parti-
cipar en todas las fases de las obras para asesorar y
asegurarse del cumplimiento adecuado de las medi-
das de prevencién y control de la infeccion. Los
recursos invertidos, antes y durante las obras, en
aspectos relacionados con el control de la infeccion
permitiran, tras la finalizacion del proyecto y su
posterior evaluacion, el ahorro de tiempo, de recur-
s0s, y sobre todo, la disminucion de la morbi-morta-
lidad en los pacientes.

19.3.1. Recomendaciones para el control de
la BSA durante el periodo de obras

Para realizar un adecuado control de la BSA
durante la realizacion de obras en el hospital se
recomienda adoptar las siguientes medidas:

1. Creacion un grupo multidisciplinar para planifi-
car las estrategias de prevencion. Estas deben ser
referidas tanto a las condiciones del disefio de la
zona en reforma, como a las medidas a adoptar
durante la ejecucion de la obra, asi como a las
actuaciones a realizar previamente a la apertura
de la zona construida o reformada.

Este grupo es el denominado “Comision de
Obras' del hospital, el cual asesorara de manera
permanente a la Direccion del hospital. Para su
constitucidon se recomienda la siguiente compo-
sicion:

1) miembros ejecutivos (gerencia, direccion
médica, direccidon enfermeria, direccion de
gestion),

ii) miembros técnicos (responsable de Control
de Infecciones, responsable de
Mantenimiento),

iii) otros asesores (responsables de la Comision
de Infecciones y responsable Médico y de
Enfermeria del area afectada),

iv) direccion facultativa de la obra (director de
obra)

v) empresa constructora (delegado de obra).

2. Previamente a la realizacion de una obra, se eva-
luara el impacto potencial, en los pacientes
inmunodeprimidos, de la exposicion a ambientes
con altas concentraciones de esporas fingicas.

3. Se realizaran actividades de concienciacion y
formacion del personal encargado de realizar las
obras, asi como del personal sanitario encargado
de atender a los pacientes inmunodeprimidos en
las zonas implicadas, acerca del riesgo de infec-
cion derivados de las obras y de las medidas de
prevencion a poner en marcha.

4. Antes de la ejecucion de la obra debe exigirse a
las empresas contratistas el cumplimiento de las
medidas de control de BSA; para ello, se inclui-
ran en el pliego de condiciones técnicas la obli-
gatoriedad de cumplir estas normas, incluyendo

las potenciales penalizaciones si no se desarro-
1lan las medidas acordadas.

5. Se pondra en marcha un sistema de vigilancia
epidemioldgica de busqueda activa de nuevos
casos de infecciones fungicas mediante la vigi-
lancia clinica de infecciones de transmision
aérea en pacientes inmunodeprimidos, los resul-
tados de microbiologia asi como de los estudios
histoldgicos y/o postmorten.

6. Se verificard, de manera programada, el adecua-
do funcionamiento de los sistemas de ventila-
cion (filtracion y presiones diferenciales,
fundamentalmente). Este control se puede facili-
tar cumplimentando tres tipos de hojas de verifi-
cacion: 1) previa, para verificar si se han tomado
las medidas recomendadas, 2) de seguimiento,
para verificar la aplicacion continua de estas y
3) de finalizacidn, para verificar si la zona cum-
ple todos los requerimientos recomendados.

19.3.2. Medidas para el control de
infecciones durante la realizaciéon de obras

Antes, durante y después de la realizacion de
las obras en el hospital, se deben implementar las
medidas de control de infecciones:

Antes del comienzo de la obra

Se debe planificar la misma, delimitar el area
de actuacion con las zonas de riesgo anexas, cono-
cer las instalaciones del area, valorar su potencial
repercusion en areas contiguas de riesgo y definir la
necesidad de las medidas de barrera a utilizar.
Algunas consideraciones previas a tener en cuenta
son las siguientes:

1. Las areas del hospital se pueden clasificar, en
funcion del riesgo potencial, en: zonas criticas,
zonas contiguas a las criticas y zonas del edificio
no incluidas en los criterios anteriores.

2. A su vez, las obras se pueden clasificar atendien-
do a dos criterios fundamentales: el hecho que
las motiva, que permite diferenciar entre obras
programadas y accidentales; y el objeto de la
obra, distinguiéndose entre planes directores,
obras de reparacion simple, obras de conserva-
cién y obras de demolicion.

3. Los principales aspectos a considerar previa-
mente a establecer las medidas a adoptar depen-
deran del emplazamiento de la obra, la actividad
asistencial de la zona, la magnitud de la obra y el
tiempo de ejecucion.

4. Las obras en zonas criticas, salvo en los bloques
quirurgicos, no son compatibles con la actividad
asistencial que se presta en ellas, por lo que debe
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producirse su cese o estudiarse otras alternativas.

. Para las actuaciones en los bloques quirtrgicos

se debe tener en cuenta la tipologia de los mis-
mos: i) bloque quirdrgico en una sola planta
(habra que planificar la obra, no dando comien-
70 a esta sin programar la totalidad de los traba-
jos, desde el inicio hasta su finalizacion), ii)
bloque quirurgico en varias plantas (las obras
deben realizarse por plantas completas).

. Las obras en zonas contiguas a las criticas son

las que quiza deban tratarse con mayor rigor, por
ser las mas proclives a producir contaminaciones
por hongos oportunistas. Habra que valorar la
reubicacion de pacientes inmunodeprimidos hos-
pitalizados en habitaciones contiguas a las zonas
en obras.

Actuaciones durante la ejecucién

Iran encaminadas a:

. Procurar la estanqueidad total respecto a los

locales de riesgo (con materiales impermeables a
las esporas fungicas).

. Crear una presion negativa en el area de trabajo

y monitorizarla mediante mandémetro o, en su
defecto, realizar una prueba de humo para la
comprobacion periddica de su adecuado funcio-
namiento.

. Humidificacion de las fuentes de polvo.
. Establecer circulaciones especificas.
. Colocacion de alfombras desinfectantes en la

entrada de la zona en construccion.

. Incrementar las medidas de limpieza en la zona

7. Evitar dafar las conducciones subterraneas de
agua, pues la contaminacion con polvo del agua
y su posterior aerosolizacion puede causar legio-
nelosis en los pacientes inmunodeprimidos.

8. En las demoliciones debe procurarse que los
medios y sistemas de ejecucion limiten la pro-
duccién de polvo. Para ello se realizaran labores
de humectacion durante los derribos y manejo de
escombros. Ademas, se asegurara hacia el exte-
rior la estanqueidad del edificio donde estén las
areas criticas (sellados de ventanas y de tomas
de aire exterior).

Al finalizar la obra

El 4rea debe ser limpiada y aspirada antes y
despues de retirada de barrera de aislamiento, se
verificara el funcionamiento de los sistemas de ven-
tilacion y se valorard la realizacién de un control
microbiolégico. La verificacion tras la finalizacion
de la obra habra que adecuarla en funcién de las
caracteristicas y desarrollo de la misma. Antes de la
retirada de las barreras rigidas, debe protegerse la
zona con cortinas impermeables o plasticos.

Controles microbiolégicos ambientales

Aunque existe una importante controversia
sobre la necesidad de realizar cultivos microbiologi-
cos de muestras de aire de manera rutinaria antes,
durante o después de las obras, los cultivos ambien-
tales estan claramente indicados en las siguientes
situaciones o circunstancias:

Medidas a adoptar ante la aparicion de casos de aspergilosis nosocomial durante o después de unas obras:

«  Comprobar que las presiones diferenciales, la filtracion y el estado de las medidas de barrera de la zona en obras y
de las areas para pacientes inmunodeprimidos son adecuadas. Ante la identificacion de problemas, estos deben ser

inmediatamente corregidos.

+ Realizar una busqueda activa de casos de manera prospectiva y retrospectiva.
« Tomar muestras ambientales de las areas implicadas como potenciales fuentes de infecciéon segun la investigacion

epidemioldgica.

» Cuando sea posible, realizar el tipado molecular de las cepas de Aspergillus aisladas en los pacientes y en el

ambiente.

» Cuando no sea posible un adecuado funcionamiento de los sistemas de ventilacion de las areas de hospitalizacion
de pacientes inmunodeprimidos, considerar la instalacion temporal de sistemas de filtros HEPA hasta que los pro-

blemas puedan ser solucionados.

de trabajo y su entrada.

Asociacion Espariola de Micologia

i) cuando se evidencia la aparicion continua de
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casos de aspergilosis invasora u otras infec-
ciones fungicas oportunistas durante la reali-
zacion de obras,

ii) para evaluar a corto plazo la calidad de las
medidas de control de infecciones introduci-
das o los cambios en los protocolos de con-
trol de infecciones.

Cuando se realicen los controles microbiolo-
gicos, deben seguirse las recomendaciones comenta-
das anteriormente.

19.4. Dificultades y consejos practicos

19.4.1. En la aplicacion de las medidas

Cuando se realice la propuesta de disefio de
la estructura y de las instalaciones, ya sea en los pla-
nes directores o en las remodelaciones importantes
programadas (construccion de un nuevo bloque qui-
rurgico, de una unidad de transplante de 6rganos
solidos o de células hematopoyéticas, de una unidad
de criticos, etc), deben revisarse todos los detalles
con la maxima exahustividad posible y ser “inflexi-
bles” en las recomendaciones de minimos que se
establezcan. Ya que existe una serie de intereses
(por parte de la direccion facultativa de la obra,
empresa constructora, subcontratas de la empresa
constructora, empresa de control de calidad de la
obra, servicios de infraestructuras de la Consejeria
de Sanidad, etc.) que convierten una discusion téc-
nica para decidir el mejor abordaje para proteger la
salud de los pacientes en una cuestion exclusiva-
mente economica.

La recomendacion que se hace de la forma-
cion/concienciacion del personal de las Unidades
con enfermos susceptibles y del personal encargado
de realizar obras es basica. Con poco esfuerzo (rea-
lizacion de unas sesiones o talleres donde se expli-
quen conceptos basicos sobre la cadena
epidemioldgica de la infeccion y las medidas a
tomar) se tiene una repercusion muy importante en
la aplicacion posterior de las medidas.

Se debe tener un interlocutor de confianza
(ingeniero-técnico o ingeniero superior) en el
Servicio de mantenimiento del hospital que permita
una colaboracion estrecha con él.

Cuando se solicitan informes sobre presiones
diferenciales, cambios de aire por hora, temperatu-
ras, etc., se puede argumentar que hay dificultades

técnicas importantes para realizar las mediciones,
que los equipos necesarios tienen un alto coste, etc.;
sin embargo, los parametros basicos que se necesi-
tan son relativamente faciles de medir y el equipo
necesario es minimo. Ademas, en las nuevas instala-
ciones estas cuestiones se pueden monitorizar de
manera continua.

La posibilidad de una doble instalaciéon en
algunas areas (quir6fanos y habitaciones con
ambiente protector) seria una cuestion a plantear
cuando se disefien nuevas instalaciones.

19.4.2. En la verificaciéon del grado
de aplicacion de las medidas

Aunque las ultimas recomendaciones de los
CDC no establecen diferencias entre los quiréfanos
y ofrecen las mismas recomendaciones para todos
ellos, se podria plantear clasificarlos en dos grandes
grupos segun el tipo de procedimientos quirurgicos
a realizar: de riesgo (donde mas frecuentemente se
han descrito infecciones fungicas de localizacion
quirdrgica: cirugia cardiaca, transplantes y neuroci-
rugia) y sin riesgo (el resto de procedimientos).

La clave de las estrategias de prevencion y
control pasan por un adecuado funcionamiento de
los sistemas de ventilacidn; por lo tanto, cuanto
mejor monitorizados se tengan estos aspectos (pre-
sion diferencial, cambios de aire por hora y funcio-
namiento adecuado de los filtros, fundamentalmente)
a ser posible de manera continua, mejor sera la
capacidad de maniobra para corregir los problemas
que se presenten y, por tanto, mayor sera la eficacia
en el control de infecciones.

19.4.3. En los controles microbiologicos

El numero de UFC/m’ de aire considerado
andmalo es un tema muy controvertido. Es evidente
que en areas protegidas (filtros HEPA, mas 12 c/h,
presioén positiva, adecuada estanqueidad de la estan-
cia y adecuados procedimientos de limpieza) los
controles deben ser negativos o como mucho 1-2
UFC/m?’, estas cifras son indicadoras de un adecua-
do grado de aplicabilidad de las recomendaciones
sobre BSA. Por el contrario, si en estas areas se
detectan 3-5 UFC/m’, el grado de aplicabilidad de
las recomendaciones no es el adecuado por lo que
debe plantearse el cese de la actividad asistencial en
el area. En la mayoria de las ocasiones, estos pro-
blemas se resuelven corrigiendo los parametros de

9-0S0€-209-78 :NES| - e160|0dIN 8p BUBOLIBUIEOIS]] BISINGY 100ZO

pirer




©2001 Revista Iberoamericana de Micologia - ISBN: 84-607-3050-6

Control de la bioseguridad ambiental

mente es la de continuar o no con la actividad, por
ejemplo quirdrgica, tras la deteccion de unos niveles
anomalos. Antes de adoptar una decision al respec-

ventilacion, si estuviesen alterados, limpiando las
superficies y la porcion terminal del conducto del
aire acondicionado o cambiando los filtros.

Otra cuestion que se plantea muy frecuente-

Tabla 19.2. Actitud ante una situacion de ausencia de bioseguridad en area quirargica.

Criterio (*)

Causa

Solucién

Responsable

Crecimiento fungico

por encima del umbral de
bioseguridad en las muestras
a la entrada de aire

Crecimiento flngico

por encima del umbral de
bioseguridad en las muestras
del entorno del paciente

Sistema de ventilacion

Remocioén de esporas
fungicas desde las
superficies horizontales

Entrada desde el
exterior por defectos
en la estanqueidad

Cambio o ajuste de los filtros
(intermedios y/o HEPA)
Limpieza de rejillas tras

su retirada

Limpieza usando

agua + jabodn + lejia

(1 parte de lejia por cada
9 de agua jabonosa).

Cierre correcto de
puertas y ventanas
Disciplina intraquiréfano

S. de Mantenimiento

S. de Limpieza

S. de Limpieza

Personal Servicios
médicos y quirurgicos

(*) Ambas situaciones no son excluyentes.

En situacion de no bioseguridad:

* Enlos quiréfanos de alto riesgo:

fi Se mantiene actividad quirtirgica, excepto la cirugia con protesis o implantes y transplantes que se suspende
« En los quiréfanos de atencion estandar (algunos autores establecen niveles tolerables hasta 10 UFC/m?):

fi Se mantiene actividad quirdrgica, excepto la cirugia con prétesis o implantes que se suspende.
En ambos casos se realizara nueva verificacion de la bioseguridad tras la aplicaciéon de las medidas de mejora. Si a las 48 h el control
microbiolégico indica bioseguridad, se reanuda toda la actividad quirdrgica.
El circuito de informacion recomendado es: el servicio de Microbiologia remite el resultado al Servicio de Medicina Preventiva. Este servicio
valora el resultado y propone medidas y acciones a la Direccion del hospital, al Jefe de Servicio y a la Supervision del quiréfano correspon-
diente. Se informara periédicamente a la Comision de Infecciones.

Tabla 19.3. Actitud ante una situacion de ausencia de bioseguridad en area de hospitalizacion.

Criterio (*)

Causa

Solucién

Responsable

Crecimiento flngico

por encima del umbral de
bioseguridad en las muestras
a la entrada de aire

Crecimiento fungico

por encima del umbral de
bioseguridad en las muestras
del entorno del paciente

Sistema de ventilacion

Remocion de esporas
fangicas desde las
superficies horizontales

Entrada desde el
exterior por defectos
en la estanqueidad

Cambio o ajuste de los filtros
(intermedios y/o HEPA)
Limpieza de rejillas tras

su retirada

Limpieza usando

agua + jabon + lejia

(1 parte de lejia por cada
9 de agua jabonosa).

Cierre correcto de
puertas y ventanas
Disciplina del personal
sanitario y visitantes

S. de Mantenimiento

S. de Limpieza

S. de Limpieza

Personal sanitario

Personal sanitario
y visitantes

(*) Ambas situaciones no son excluyentes.
Como norma general, no se debe clausurar el area, sino realizar las propuestas de mejora de forma inmediata. El paciente se trasladara a
una habitacién del area acondicionada previamente.
El circuito de informacién recomendado es el siguiente: el Servicio de Microbiologia remite el resultado al Servicio de Medicina Preventiva.
Este Servicio valora el resultado y propone medidas y acciones a la Direccion del hospital, al Jefe de Servicio y a la Supervision. Se infor-
mara periédicamente a la Comision de Infecciones.
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Control de la bioseguridad ambiental

to, debe revisarse como se ha realizado la toma de la
muestra, después se debe valorar la susceptibilidad
de los pacientes y, por ultimo, se aplicaran las medi-
das correctoras oportunas. En contadas ocasiones
tendrd que suspenderse la actividad programada.
Para orientar la toma de decisiones revisar las
Tablas 19.2 y 19.3.

En el caso de realizar controles microbiologi-
cos de rutina en quir6fanos de riesgo, se recomienda
hacerlos los miércoles, para tener la primera lectura,
a las 48 h, el viernes siguiente. En el caso que sean
anomalos, se deben tomar medidas correctoras ese
mismo dia o el sabado por la mafana y evaluar la
eficacia de éstas con nuevos controles (que se leeran
el lunes a primera hora).

Comentario final
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una serie de medidas para la prevencion de las
aspergilosis u otras infecciones fingicas por hongos
oportunistas en determinados pacientes o situacio-
nes de riesgo.
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