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Segun los tejidos comprometidos, las micosis se clasifican en:

e Superficiales, que afectan piel y fanéreos. .

e Profundas, que comprometen tejido subcutdneo, osteoarticular y visceral. Estas ultimas
pueden ser producidas por hongos patdgenos (Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, etcétera) o por hongos oportunistas, que son inofensivos en el huésped
inmunocompetente, pero que actlian como patdgenos en el inmunocomprometido.

En los Gltimos afios se ha observado un aumento importante de micosis oportunistas debido a
la expansion de la poblacion de pacientes inmunocomprometidos. Ademas de las infecciones
fangicas oportunista clasicas, como candidiasis, criptococosis, aspergilosis y mucormicosis,
han emergido micosis por otros hongos que hasta hace poco tiempo se consideraban simples
contaminantes, como por ejemplo Fusarium, Trichosporon, Malassezia, etcétera. Esto ha
obligado a los microbi6logos a familiarizarse con la morfologia macro y microscépica de
estos agentes, ya que el diagnostico micoldgico es eminentemente morfoldgico,
especialmente en hongos filamentosos.

Las técnicas béasicas de Bacteriologia (aislamiento, identificacién morfologica y bioquimica)
son, en general aplicables a las levaduras de importancia médica (géneros: Candida,
Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula.Pityrosporum y Torolopsis). No obstante, hay
diferencias con respecto a las bacterias que es necesario destacar. El periodo de generacién es
mas largo, por lo tanto debe mantenerse en incubacion durante un tiempo prolongado. Los
demartofitos, por ejemplo, pueden demorar hasta 4 semanas. Los hongos oportunistas, en
cambio, son de desarrollo mas o menos rapido, como por ejemplo Mcorales 24-48 horas,
Apergillus 48-72 horas; Crytococcus 48-72 horas.

El diagndstico de laboratorio de las infecciones fUngicas requiere:.

e Presuncién diagnodstica por parte de los clinicos.
e Apropiada recoleccidon de muestras.
e Procedimientos especiales de Laboratorio.

El estudio micologico consta de:

1. Observacion directa al fresco con liquidos clarificantes (KOH 10-20%, lactofenol) para
pesquisa de levaduras e hifas.

2. Cultivos de hongos en agar Sabouraud glucosado, con sin antibidticos, con y sin
ciclohexamida, en que se consideran tiempo de desarrollo, caracteristicas macroscopicas y
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microscopicas (hifas y esporas), estudios de fermentacion (zimograma) y utilizacion de
carbono (auxonograma).

3. Estudio histoldgico:biopsias con tinciones especiales, como Gomori Grocott (impregnacion
argéntica).

4. Inmunodiagnéstico.

o Deteccién de antigenos capsulares, de pared fungica, etcétera; son pruebas
sensibles y una buena alternativa frente a cultivos que requieren periodos de
incubacién prolongados.

o Deteccién de anticuerpos:lgG, IgM con técnicas de inmunodifusion o con técnicas de
anticuerpos marcados: ELISA e inmunofluorescencia.

5. Técnicas de biologia molecular: hibridacidon de ADN, PCR,, etcétera.

Las micosis que se observan con mayor frecuencia en nuestro medio son, entre las micosis
superficiales, pitiriasis versicolor y dermatofitosis y, entre las profundas oportunistas,
candidiasis, criptococosis, aspergilosis y mucormicosis. A continuacion se revisara el
diagnostico micoldgico de éstas.

Pitiriasis versicolor

Se caracteriza por méculas descamativas de aspecto farinaceo hiper o hipocromas,
localizadas de preferencia en el tronco.

El agente etioldgico es Malassezia furfur y el diagndstico se hace mediante examen directo,
gue muestra grupo de levaduras de doble pared y filamentos cortos. Los cultivos deben
efectuarse en medios con aceite vegetal para obtener la forma cultivable de M furfur, que es
una levadura lipofilica (Pytirosporum).

Dermatofitosis

Son lesiones de la piel y fanéreos producidas por dermatofitos (Trichophyton,
Microscoporum y Epidermophyton), que son hongos filamentosos, septados y ramificados
que tienen gran afinidad por la queratina de la capa cdrnea de la piel y fanereos.

En la piel, la muestra debe ser abundante, obtenida de las zonas periféricas de la lesion que
son los sitios activos, previa limpieza de la superficie cutanea para disminuir la
contaminacion bacteriana. Es importante suspender los tratamientos antifingicos que
pudieran estarse efectuando: locales 4-5 dias, generales 2-3 semanas.

Las tifias del cuero cabelludo, requieren la extraccion de 5 0 mas pelos, los cuales deben ser
cortados aproximadamente a 1-2 cm de la base. Ademas es necesario raspar las escamas de la
placa micotica. Es necesario consignar en la orden antecedentes como edad, contacto con
animales, tiempo de evolucion de la lesidn, ubicacidn geogréafica y tratamientos previos.

El diagnostico de laboratorio se efectia mediante examen directo con liquidos clarificantes
(KOH al 10-20% o lactofenol) que muestra filamentos septados.



Es importante la realizacién de cultivos, porque es el Gnico método que permite llegar a
diagnostico del agente, lo que conlleva la deteccidn de reservorios y duracion de terapia
antimicética. Los cultivos se efectian en medio de Sabouraud con gentamicina o
cloramfenicol , que eliminan la contaminacion bacteriana, y ciclohexamida, que inhibe los
hongos contaminantes. La incubacion debe efectuarse durante 4 semanas, ya que los
dermatofitos son de lento desarrollo.

La identificacion se basa en velocidad de crecimiento y en las caracteristicas macroscopicas
de las colonia: forma, aspecto de la superficie, textura color, produccion de pigmentos
difusibles, asi como por las caracteristicas microscopicas de hifas y esporas.

Candidiasis

Son infecciones producidas por levaduras del género Candida. La especie méas
frecuentemente aislada de muestras clinicas es Candida albicans; otras especies son Candida
krusei, C. guillermondii, etcétera.

La candidiasis se presenta bajo diversas formas clinicas, como digestiva, neumonias,
fungemias, endocarditis. Merece consideracion especial la Ilamada candidiasis invasiva,
definida como invasion de varios 6rganos viscerales por diseminacion hematégena, que no
tiene un cuadro clinicamente caracteristico .

Los cultivos de mucosas no son especificos, porque frecuentemente Candida albicans es
aislada de mucosa digestiva de sujetos sanos.

Los hemocultivos tienen baja sensibilidad diagndstica (20-30%) y muchas veces son
positivos tardiamente, dificultando el manejo del paciente. Ademas, los pacientes
inmunocompetentes con catéteres pueden presentar candidemias transitorias, sin significado
patoldgico,lo que hace que los hemocultivos sean poco especificos para candidiasis invasiva
en estas condiciones. No obstante, es necesario destacar que en pacientes neutrépenicos una
candidemia se relaciona en mas del 90% a candidiasis invasiva; a su vez el 50% de pacientes
neutropeénicos tienen hemocultivos falsos negativos.

Otro aspecto importante es el lento crecimiento de candidas en los hemocultivos
convencionales, lo que determina la positividad de éstos sea reconocida tardiamente durante
el curso clinico. Otras técnicas, como lisiscentrifugacion, aumentan el nimero de
aislamientos y bajan el tiempo requerido para la deteccidén de hemocultivos positivos.
Actualmente se cuenta con métodos automatizados, radiométricos y colorimétricos. No
obstante, los hemocultivos de hongos estandar pueden ser perfeccionados por ventilacion de
los frascos, tomando precauciones para evitar su contaminacion.

Para detectar candiduria como indice de compromiso hematogeno renal, en pacientes sin
catéter urinario, necesario una recoleccion cuidadosa de una muestra de orina de segunda
miccidn. Esto es especialmente importante en mujeres, en que puede observarse
contaminacion vaginal con Candia . Se considera positivo un recuento de mayor o igual a 10
en dos muestras sucesivas de orina. Los cultivos de catéteres deben hacerse con técnica



semicuantitativa de Maki concomitantemente con cultivo de sangre aspirada a través de
catéter y cultivos de sangre periférica, en lo posible con cuantificacion de levaduras. Ademas
de los cultivos, es necesario consignar, en los exdmenes directos, si hay o no filamentacion
de las levaduras.

Se han hecho grandes esfuerzos para mejorar el inmunodiagnostico de Candidiasis, en
especial la deteccion de antigenos, cuyos resultados han sido controversiales. A continuacion
se revisan los antigenos de Candida determinados en laboratorios asistenciales.

Antigeno manana. Es el antigeno de superficie de Candida méas abundante.El método usado
para su deteccion es aglutinacion por latex, que tiene una sensibilidad entre 47 y 99%, y una
especificidad de 95%, lo que significa que hay pocos pacientes que muestran antigeno
manana y estan solo colonizados o con candidiasis superficial.

La sensibilidad es variables, porque en muchos pacientes la manana circula a
concentraciones que van entre 1-10 ng/ml, lo cal esta en el limite de deteccion por técnica de
latex.Ademas, la antigenemia puede darse intermitentemente en infecciones graves, por lo
que se requiere de multiples muestras.

Antigeno proteico termol&bil. Es un antigeno no bien caracterizado, probablemente una
glicoproteina. Existe un test comercial disponible que emplea aglutinacion de latex (Cand-
Tec), que es fécil de realizar, pero requiere cuantificacion, ya que titulos de 1:2 ¢ 1:4 podrian
indicar sélo colonizacion, mientras que titulos iguales o mayores de 1:8 son sugerentes de
candidiasis invasiva, aunque no existe una correlacion absoluta entre titulos y candidiasis
invasiva.

Antigeno proteico termoestable citoplastico, Enolasa. Es producida por todas las especies
de céndida y es un marcador de invasion tisular profunda, detectable incluso en ausencia de
candidemia. Se aconseja tomar muestras seriadas para maximizar su deteccion. Empleando
como goldstandard hemocultivos o biopsia de tejidos profundos, la sensibilidad es de 75% y
la especificidasd de 96%.

Determinacién de metabolitos: Se detecta arabinitol y manosa, en suero mediante técnica
de cromatografia gaseosa. Es empleado s6lo en laboratorios de referencia.

Determinacién de anticuerpos (somaticos y metabolicos). Se ha empleado una amplia
variedad de técnicas. La determinacion de precipitinas anti-Candida por
contrainmunoelectroforesis tiene una especificidad 85% y una sensibilidad mayor de 80% en
pacientes con respuesta inmuneQintacta; en cambio, en pacientes inmunocomprometidos los
falsos negativos varian entre 27 y 70%, lo que se debe a la incapacidad de estos pacientes
para producir anticuerpos, asi como a que la deteccion suele efectuarse demasiado
precozmente (menos de 10 dias de iniciada la infeccion), a lo cual se agrega el hecho de que
generalmente no se conoce el inicio y duracion de la infeccion, Los falsos positivos se deben
a la limitada capacidad para discriminar entre colonizacion e invasion tisular profunda.

Estudio histoldgico. Es empleado en el diagndstico de candidiasis invasiva, pero su utilidad
es limitada, debido a que se necesitan métodos invasivos para recolectar muestras, que



muchas veces estan contraindicados en estos pacientes debido a la gravedad de la
enfermedad de base.

Criptococosis

Es una infeccion generalmente subaguda, cuyo agente causal es una levadura capsulada,
Crytococcus neoformans, que se presenta clinicamente como neumonia o0, mas
frecuentemente, como meningoencefalitis. EI diagndstico de laboratorio se efectia mediante
estudio micologico, que comprende examen directo al fresco con tinta china, que permite
visualizar las levaduras capsuladas. Ademas, se emplean cultivos en medio de Sabouraud sin
ciclohexamida. Se observa desarrollo de levaduras a las 48-72 horas; son mucosas brillantes,
ocres y generalmente ureasa positivas. También es posible confirmar el diagnostico mediante
estudios histoldgicos de biopsias, con tinciones especiales de azul de toluidina, impregnacion
argentica, etcétera.

Deteccion de antigenos. La capsula polisacarida consiste en glucoraxilmanana y
galactoxylmanana , antigenos capsulares solubles que se distribuyen ampliamente en los
liquidos corporales, tales como sangre, orina 'y LCR.Por lo tanto, es posible establecer el
diagndstico de criptococosis por demostracion del antigeno circulante, por técnica
aglutinacion con particulas de latex unidas a anticuerpos especificos. EI examen es muy
sensible, pues detecta el 99% en LCR y 66% en el suero de los pacientes con meningitis
criptococdcica , aungue solo en el 10% en el suero de pacientes con infeccion pulmonar. Es
una de las pruebas mas confiables del inmunodiagnostico fungico.Los falsos positivos
pueden deberse a factor reumatoideo u otros factores que interfieren con la deteccion. No
obstante, hay métodos simples que permiten eliminar estas interferencia, como tratamiento
con Pronasa (Proteasa) o por inactivacion por el calor, que aumenta la sensibilidad por
disociacion del complejo antigeno-anticuerpo.Los falsos negativos resultan ocasionalmente
por efecto prozona y puede ser corregido por dilucion de la muestra.

Deteccion de anticuerpos. Los antigenos polisacaridos son malos productores de
anticuerpos, por lo que la respuesta humoral no es detectada en la mayoria de los pacientes
con criptococosis.

Aspergilosis

Los hongos del género Aspergillus, que excepcionalmente son responsables de patologia en
el paciente inmunocompetente, son agentes patdgenos importantes en pacientes
inmunocomprometidos.Los Aspergillus han emergido como la segunda causa de infeccion
oportunista por hongos, en especial en su forma invasiva.

En el aspergiloma hay una respuesta especifica humoral de tipo 1gG. Las técnicas de
inmunodifusién son las mas ampliamente usadas. La demostracion de precipitinas en agarosa
es atil y emplea como antigenos extractos de micelio o filtrados de cultivos; sin embargo este
examen no da una informacion cuantitativa de la concentracion de anticuerpos.



Otros métodos usados son radioinmunoanalisis y ELISA.Este Gltimo tiene alta sensibilidad,
confiabilidad y ha llegado a ser ampliamente usado. Sin embargo, la sensibilidad de la
técnica de ELISA depende de muchas variables, como naturaleza y tipo de antigenos y su
capacidad para unirse a superficies solidas . La complejidad de los antigenos aspergilares
usados en estas técnicas y las variaciones inherentes a las preparaciones de antigenos,
determinan discrepancias de los resultados en los diferentes laboratorios.

Se ha propuesto que se podrian eliminar tanto falsos positivos como falsos negativos
considerando los resultados de diferentes antigenos y métodos seroldgicos, aunque son
procedimientos que consumen tiempo y son de dificil manejo.

En la aspergilosis pulmonar invasora hay desarrollo miceliar en el parénquina pulmonar, con
0 sin angioinvasion, causando bronconeumonia , neumonia lobar, necrotizante e infarto
hemorragico. En la aspergilosis diseminada hay compromiso de dos o mas 6rganos
(microabscesos miliares). Esta enfermedad implica un riesgo importante en el paciente
inmunocomprometido, ya que tiene altisima letalidad.La confirmacion diagndstica es
frecuentemente dificil en ausencia de cultivo de muestras respiratorias, ya que el estudio
histoldgico de biopsia implica un procedimiento invasivo, muchas veces peligroso para estos
enfermos.Todo esto conduce frecuentemente a tratamientos empiricos frecuentemente poco
reglados en cuanto a posologia, duracién de la terapia, reniciacion de la quimioterapia,
etcétera.

En los Gltimos afios la neumonia aspergilar invasiva ha aumentado en aproximadamente
400%.EI diagndstico precoz es fundamental ya que experimentalmente se ha demostrado que
si se inicia terapia antifingica después de una semana del comienzo de la infeccion, los
resultados son deplorables, con 100% de mortalidad. En cambio, un diagnostico precoz
puede mejorar este diagndstico.

Por estas razones, se han hecho grandes esfuerzos para mejorar el inmunodiagnostico de
aspergilosis invasora. La determinacion de anticuerpos es inoperante en el comienzo de la
infeccion y en los pacientes inmunocomprometidos, que son incapaces de producir
anticuerpos. Por esto se ha considerado que la deteccion de antigenos es el método
diagnostico que podria ser mas (til en estos pacientes.

La deteccidn del polisacarido de pared de Aspergillus (galactomanana) ha demostrado ser un
indicador con una especificidad de aproximadamente 85%, pero poco sensible
(40%).Actualmente existe un examen comercial, por técnica de aglutinacion por latex.

Mucormicosis

Son micosis generalmente profundas (forma rinocraneal) de evolucion aguda y alta letalidad,
producida por hongos del orden Mucorales: Mucor, Rhizopus y Absidia.



El diagnostico definitivo lo da el estudio histoldgico de biopsias de mucosa sinusal,
especialmente con tincion de Gomori-Grocott, que evidencia filamentos no septados de
didmetro variable y paredes delgadas.

Los cultivos sélo entregan un diagndstico presuntivo, ya que los mucorales son los mas
frecuentes contaminantes de laboratorios, por lo que tienen poca validez.El diagndstico
seroldgico no esta disponible para uso rutinario en laboratorios asistenciales, aunque en
laboratorios de referencia hay técnicas con anticuerpos fluorescentes y ELISA.

Micosis endemicas o geograficas

Algunas micosis como histoplasmosis, coccidioidomicosis, blastomicosis y
paracoccidioidomiceosis, ocurren en residentes en zonas endémicas y en visitantes de esas
areas.Se caracterizan por la adquisicion rapida de sensibilidad cutanea a los antigenos y
fangicos solubles: histoplasmina, coccidiodina y blastomicetina, sensibilidad que persiste en
el tiempo.

La intradermorreacion a los antigenos flngicos tiene interés diagndstico en los paises
templados, como el nuestro en que estas micosis practicamente no existen.no obstante, la
intradermoreacciones tienen valor discutible en las formas graves, donde frecuentemente son
negativas.
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