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Guia para el diagnéstico de laboratorio

de enfermedad fungica invasora por hongos filamentosos

'@ 23 min.

8< En pacientes inmunocompro-
metidos la enfermedad fungica invasora
provocada por hongos filamentosos es causa
de morbi-mortalidad, por lo que es funda-
mental su diagndstico y tratamiento precoz.
En el siguiente trabajo el Dr. Rodrigo Cruz de
la Catedra de Micologia de la Universidad de
Valparaiso de Chile nos presenta una guia
con recomendaciones para optimizar las
condiciones de transporte, procesamiento
de las muestras, asi como las tinciones y los
medios de cultivos a utilizar. Nos describe
ademas, claves para el diagndstico de los
principales géneros y especies de Asper-
gillus.
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Resumen

La enfermedad fungica invasora
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(EFI) por hongos filamentosos es causa de
morbi-mortalidad en pacientes inmuno-
comprometidos, por lo que es fundamental
el diagnostico precoz y su tratamiento
oportuno. Las manifestaciones clinicas de las
EFls son inespecificas, razén por la cual las
imdgenes (TAC), el examen microscopico
directo, tinciones y cultivos de las muestras
obtenidas y la determinacién de galacto-
manano en sangre o en LBA tienen un rol
fundamental. Esta guia tiene por objetivo
recomendar las optimas condiciones de
transporte, procesamiento de las muestras,
asi como las tinciones y los medios de
cultivos a utilizar. Se describen, ademas,
claves para el diagnoéstico de los principales
génerosy especies de Aspergillus.

Palabras clave: Enfermedad fungica inva-
sora, aspergilosis, diagndstico, claves.

Introduccion

La enfermedad flngica invasora
(EFI) por hongos filamentosos es una causa
frecuente de morbimortalidad en pacientes
inmunocomprometidos(1-3). Estas infeccio-
nes son mas frecuentes en pacientes onco-
hematologicos que cursan con neutropenia,
en especial aquellos con leucemia mieloide
aguda; sin embargo, existen otros grupos de
riesgo (pacientes sometidos a trasplante de
organos solidos o de precursores hemato-
poyéticos, enfermedad injerto contra
hospedero, enfermedad granulomatosa,
SIDA, etc.) donde también pueden
diagnosticarse(3-5).

La EFI por hongos filamentosos es
provocada principalmente por el género

Aspergillus, y sibien A. fumigatus predomina
ampliamente, otras especies de este género
(A. flavus, A. niger, A. terreus y A. nidulans),
Fusarium, Scedosporium y taxas pertene-
cientes a los mucormycetes se diagnostican
con cierta frecuencia(5-7).

Las principales localizaciones de
estas infecciones son pulmonares y senos
paranasales; sin embargo, también pueden
presentarse en piel, sistema nervioso central
y formas diseminadas(8,9).

El diagndstico debe ser realizado
con un bajo margen de error y con la mayor
rapidez posible para iniciar precozmente el
tratamiento, y asi mejorar el prondstico de
los pacientes(10,11).

Las manifestaciones clinicas son
inespecificas, coincidiendo con otros agen-
tes, por lo que no son de mayor utilidad en el
diagndstico(12). La imagenologia
convencional es de poca utilidad por la
aparicién tardia e inespecifica de las
imagenes, razén por la cual la tomografia
axial computada (TAC) debe ser indicada
precozmente por su alto valor predictor
positivo(13). El signo del halo se presenta
precozmente en micosis pulmonar con un
alto valor, tanto en la sensibilidad como en la
especificidad; no obstante, también puede
ocurrir en infecciones por mucormycetesb
(signo del halo inverso), Fusarium spp,
Scedosporium spp y P. aeruginosa. El signo
del aire creciente generalmente se presenta
tardiamente, cuando el paciente se recupera
delaneutropenia(13,14).

La deteccion del antigeno galacto-



manano de la pared de Aspergillus en sangre
o en lavado broncoalveolar (LBA) es un
examen con una alta sensibilidad y especi-
ficidad en pacientes onco-hematoldgicos,
tanto adultos como en nifos, por lo que se
recomienda realizar en todos aquellos
pacientes en que se sospecha una
aspergilosis invasora(15-17). Su utilidad en
otros grupos de pacientes inmunocom-
prometidos no hasido bien demostrada(18).

El diagndstico con microscopia
directa y cultivo en agar Sabouraud (AS)
tiene una sensibilidad que va desde 11%
hasta 80%, dependiendo del tipo de
muestra, enfermedad de base y momento
del diagndstico de la infeccidn; sin embargo,
no siempre es posible tomar muestras
invasoras (lavado broncoalveolar o biopsias)
a estos pacientes, debido a las condiciones
basales y complicaciones que presen-
tan(16,19,20).

El objetivo de la presente guia es

describir las técnicas con que deben contar
los laboratorios clinicos para el diagndstico
de EFI por hongos filamentosos, ademas de
entregar algunas claves para la identificacidn
de los géneros mds comunesy las principales
especies de Aspergillus.

Observacion microscépica directa y cultivo
micoldgico

Si un paciente tiene factores de
riesgo para EFl y presenta lesiones
pulmonares, sinusales o en otra localizacién,
se debe intentar obtener una muestra, ya
sea por lavado bronco-alveolar, aspirado
traqueal, esputo inducido o biopsia
pulmonar o de la mucosa nasosinusal. Las
condiciones de almacenamiento, transporte
y procesamiento son fundamentales para
obtener un mejor rendimiento de las
distintas muestras.

Lavado broncoalveolar

Objetivo: Obtener un lavado del compar-
timiento alveolar para la observacion de
hifas en el examen microscépico directo y
desarrollo de las distintas especies en el
cultivo.

Obtencién de la muestra: Mediante fibro-
broncoscopio impactado en un bronquio
subsegmentario, se instila solucion salina
(NaCl 9%o estéril) entre 50 y 100 ml (en
pediatria 1-2 ml/kg de peso, maximo 20-30
ml) y luego se aspira hasta obtener el
maximo de volumen liquido posible
(aproximadamente el 50% de lo instilado).
Las muestras deben ser recolectadas en
tubos estériles con tapa rosca. No agregar
ningun liquido fijador.

Condiciones de almacenamiento y trans-
porte: Sisutraslado no es posible de efectuar
al momento, conservar a4 2Chasta2 a4 h.

Debe ser enviada al laboratorio con unidad

Responsabilidad profesional

Confiabilidad y calidad

Responsabilidad social

Puntualidad y Compromiso
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refrigerante.

Procesamiento: Centrifugar a 5.000 rpm
durante 5 min, eliminar el sobrenadante y
del pellet realizar vision microscépica directa
con lactofenol con azul de algoddn, KOH 20%
o calcofluor y sembrar dos tubos con AS a
37°Cpor 7 dias.

Aspirado traqueal (AT) o esputoinducido (EI)
Objetivo: Observacion de hifas en el examen
microscépico directo y desarrollo de las
distintas especies en el cultivo.

Obtencidn de la muestra: En el AT se debe
introducir un catéter de aspiracion, estéril, a
través del tubo endotraqueal o de la
traqueostomia y se aspiran las secreciones
respiratorias en cantidad de 3-5 cc como
minimo.

El se obtiene tras realizarle al
paciente nebulizaciones de 10-20 ml de
solucion salina hiperténica estéril. Debe
hacerse con una meticulosa técnica de aseo
bucal y de recogida para minimizar la
contaminacién.

Condiciones de almacenamiento y trans-
porte: Sisutrasladono es posible de efectuar
inmediatamente, conservara42Chasta2a4
h. Deberd ser remitida al laboratorio con
unidad refrigerante.

Procesamiento: No centrifugar ni diluir la
muestra, realizar visidn microscopica directa
con KOH 20%y sembrarla en dos tubos de AS
a37°Cpor7dias.

Biopsias

Objetivo: Observacion de hifas en los tejidos
tefidos y desarrollo de las distintas especies
en el cultivo.

Obtencidn de la muestra: Una vez obtenida
la muestra (segun protocolos del laboratorio
de origen), ésta deberd depositarse en un
frasco estéril con tapa rosca conteniendo
solucién salina estéril. En ninglin caso con
liquidos fijadores (por ejemplo formalina).

Condiciones de almacenamiento y trans-
porte: sisutraslado no es posible de efectuar
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inmediatamente, conservara42Chasta2a4
h. Deberd ser remitida al laboratorio con
unidad refrigerante.

Procesamiento: un trozo de la muestra sin
fijar se cultivara en uno o dos tubos de AS a
37°C durante 7 dias, sin macerar o moler el
tejido, ya que puede afectar el desarrollo de
los distintos hongos filamentosos. El otro
trozo se enviara a anatomia patoldgica con
fijador para tincién con Gomori-Grocott (G-
G), hematoxilina eosina (HE) y/o &cido
peryddico de Schiff (PAS).

Otros liquidos o secreciones

En caso de obtener muestra de
liquido pleural, peritoneal, lesiones de piel u
otras para examen microscopico directo y
cultivos, las condiciones de almacena-
miento, transporte y procesamiento deben
ser similares a las muestras descritas
previamente.

Interpretacion e informe

Informe del examen microscépico
directo de LBA, aspirado traqueal, esputo y
microscopico de las biopsias. Se debera
describir la presencia de hifas, su diametro,
ramificacion, la presencia de septos o su
ausencia, si el micelio es hialino o dema-
tidceo. De ninguna manera se podrd
informar género o especie con estos datos.
Aspergillus en general producen hifas
tabicadas hialinas de 2 a 4 mm de didmetro
que se ramifican dicotdbmicamente en 452
(Figura 1), al igual que Fusarium, cedos-
porium, entre otros géneros. La presencia de
otras estructuras fungicas como coni-
didforos, vesiculas, fialides o conidios, se
observan muy raramente en las muestras y
pueden ser vistas en algunas lesiones
cavitadas que comunican directamente con
elarboltraqueo-bronquial (Figura 2).

Los hongos inferiores (Rhizopus
spp, Lichtheimia spp, Mucor spp) producen
hifas no septadas, de pared gruesa, algunas
de las cuales pueden mostrar ramificaciones
en 90° (Figura 3). Se debe tener en cuenta
que en tejidos la morfologia tipica de los
hongos se puede perder, razén por la cual el
cultivo resulta fundamental en la

identificacion del géneroy especie.

.

Figura 1. Hifas septadas en angulo dico-
témico en 452 en lavado broco-alveolar.
Tincion de G-G. 100X.

Figura 2. Aspergillus monoseriado estricto
en bola fungica pulmonar. Tincién PAS.
100X.

®.

Figura 3. Hifas anchas y sin septos de hongo
inferior en aspirado traqueal. Tincidon G-
G.100X.

Informe de cultivos

Siempre se debe diferenciar entre

» o
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hongos superiores e inferiores. Los hongos
superiores presentan en el micelio septos en
forma regular y éste puede ser hialino o
dematiaceo. Dentro de los hongos hialinos
los géneros mas frecuentes son Aspergillus y
Fusarium (Figura 4). Entre los dematiaceos
destacan Alternaria (Figura 5), Curvularia y
Scedosporium.

.

Figura 4. Hifas septadas con fialides y
macroconidios falcados de Fusarium
oxysporum. Cultivo en agar clavel. Tincion de
lactofenol con azul de algodén. 100X.

Figura 5. Dictioconidios café oscuros en
cadenas de Alternaria alternata. Cultivo en
agar harina de maiz. Tincion de lactofenol
conazul de algodén. 100X.

Por su parte los hongos inferiores
(mucormycetes) se diferencian del resto de
hongos filamentosos por presentar hifas
anchas, ramificadas, generalmente no
septadas y esporas sexuales denominadas
zigosporas. Dentro de este grupo destacan
los géneros Rhizopus, Lichtheimia y Mucor.
Rhizopus se caracteriza por presentar un
esporangio y esporangioforo que nacen de
un rizoide, los cuales se unen por estolones.
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Lichtheimia se caracteriza por tener espo-
rangioforos desarrollandose a partir de los
estolones y entre los rizoides, solitarios o en
grupos, de hasta 450 um de longitud,
generalmente ramificados, con apofisis de
forma coénica (Figura 6). Mucor presenta un
esporangio sin apofisis, con esporangioforos
que nacen directamente del sustrato y no
presenta rizoides ni estolones.

.

Figura 6. Esporangio y esporangioforo con
apofisis de forma cénica de Lichtheimia
corymbifera. Cultivo en AS. Tincién de
lactofenol con azul de algodén. 100X.

Identificacion de las especies mas comunes
del género Aspergillus

Para poder identificar el género y
especies se debe contar con lupa estereos-
copica, microscopio de luz con regla o
micrémetro oculary cdmaras de cultivos.

Una vez logrado el desarrollo de la
especie en AS, traspasar la cepa a agar
extracto de Malta (MEA) y en agar Czapek
Levadura (CYA) (Anexo 1) durante 7 dias.
Para la identificacion morfo-fisioldgica se
recomienda seguir las claves dicotomicas

.

descritas por Piontelli E(21); sin embargo, a
continuacién se describen algunas claves
para la identificacion de las principales
especiesinvolucradas en EFl en humanos.

Aspergillus fumigatus: colonias en
CYA con didmetro entre 45y 75 mm, de color
turquesa o verde oscuro, de textura atercio-
pelada a flocosas, planas o radialmente
surcadas, cleistotecios ausentes; cabezas
conidiales columnares, con vesiculas
clavadas; estipe incoloro a gris cerca del
apice; vesiculas uniseriadas estrictas con
fidlides que cubren la mitad o la tercera parte
de esta, dispuestas en forma paralela con el
eje del estipe; conidios globosos o elip-
soides, lisos a finamente rugosos, de 2-3 um
endidmetro (Figura 7).

.

Figura 7. Cabezas conidiales monoseriadas
estrictas de Aspergillus fumigatus en MEA.
Tincion de lactofenol con azul de algo-
ddn.100X.

Aspergillus flavus: Colonias de color oliva

verde a verde amarillento en CYA, didmetro
de éstas, en todos los medios y tempe-
raturas, mayores de 50 mm, esclerocios
generalmente presentes, redondos de
colores café, violeta a negros; cabezas coni-
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diales radiadas a columnares laxas; estipe
rugoso, incoloro, a veces en tonos café
palidos; vesiculas biseriadas generalmente
en 20%, pero variable, en MEA a veces
enteramente uniseriadas, con métulas/
fidlides que cubren los 3/4 de la vesicula;
conidios globosos a elipsoides 3- 6 um
(Figura 8).

.

Figura 8. Cabezas conidiales monoseriadas
de Aspergillus flavus en MEA. Tincidon de
lactofenol con azul de algod6n.100X.

Aspergillus niger: Colonias de color café
oscuro, con didmetro en CYA entre 50 y 70
mm; cabezas conidiales café oscuras a
negras, biseriadas; conidios globosos,
irregularmente rugosos a finamente rugo-
sos, con crestas y surcos de 3,5-5 um de
diametro (Figura9).

Aspergillus nidulans: Colonias verde oscuro,
crecimiento en CYA entre 40y 60 mmy MEA
53 a 65 mm, cleistotecios de Emericella a
menudo presentes, globosos, de paredes de
color rojo oscuras al madurar, recubiertas
por células de Hille de color amarillo.
Ascosporas (maduran a las dos semanas),
redondas a lenticulares en vista lateral, rojo

purpura, lisas, 4-6 x 3-4 um con dos rebordes
finos longitudinales de cerca de 1 um (Figura
10); conidiéforos cortos de color café;
cabezas conidiales biseriados con métulas
que cubren la mitad superior de la vesicula;
conidios esféricos, lisos a finamente rugosos
de 3-4 um (Figura11).

.

Figura 9. Cabeza conidial con microconidios
café oscuros y rugosos de Aspergillus niger
en MEA. Tincién de lactofenol con azul de
algoddn.100X.

Figura 10. Ascosporas redondas a lenticu-
lares de color rojo purpura de Emericella
nidulans en MEA. Tincién de lactofenol con
azulde algodén.100X.

S

Figura 11. Conidioforos cortos de color café y

cabezas conidiales biseriados con métulas
que cubren la mitad superior de la vesicula
de Aspergillus nidulans en MEA. Tincién de
lactofenol con azul de algoddn.100X.

Asperqillus terreus: Colonias color canela-
café a café rosado, con diametro en CYA
entre 60 y 70 mm. Cabezas conidiales
columnares, a menudo biseriadas, métulas
angostas compactadas (2-2,5 um) que
cubren las 3/4 partes de la vesicula; conidios
globosos a elipsoides, lisos con diametro
entre 2-2,5 um (Figura 12). Células globosas
hialinas (aleuroconidios) adheridos
lateralmente en las hifas sumergidas,
usualmente presentes.

Deteccion de galactomanano

La deteccién del exo-antigeno
galactomanano liberado de la pared de las
distintas especies de Aspergillus durante la
angioinvasién se realiza por ensayo inmuno-
enzimatico tipo sandwich en microplacas, ya
sea en suero o en LBA, tanto en nifios como
en adultos. Las condiciones de almacena-
miento, transporte y procesamiento son
fundamentales en los resultados de este
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examen.

.

Figura 12. Cabezas conidiales columnares,
biseriadas, con métulas angostas compac-
tadas que cubren las 3/4 de la vesicula de
Aspergillus terreus en MEA. Tincion de
lactofenol con azul de algodén.100X.

Tipos de muestras, condiciones de alma-
cenamiento, transporte y procesamiento

Sangre

Objetivo: Deteccion del exo-antigeno
galactomanano de la pared de las especies
de Aspergillus.

Obtencidn de la muestra: tomar una muestra
de sangre de aproximadamente 5 cc, en
tubos con gel y tapon hermético (tapa
amarilla).

Condiciones de almacenamiento y trans-
porte: Los tubos con la muestra pueden ser
almacenados sin ser abiertos entre 2 y 8 °C
hasta 5 dias antes del estudio y deben ser
transportados con cadena de frio hasta el
laboratorio. Opcionalmente puede ser
enviado centrifugado a 3.000 rpm por 10
min.

Procesamiento: Si no fue centrifugado
anteriormente, hacerlo a 3.000 rpm por 10
min. Se debe contar con el equipamiento
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necesario para procesar ELISA (incubadora
de microplacas, centrifuga de microtubos
que alcance los 10.000 rpm, bafio de
flotacion a 100°Cy lector de microplacas con
filtro entre 450 y 620 nm). Los resultados no
se afectan en muestras que contienen 20
mg/L de bilirrubina, muestras lipémicas con
2 g/L de trioleia (triglicérido) o hemolizadas
que contengan 165 mg/L de hemoglobina.
No requiere eliminar el complemento de los
sueros.

Lavado bronco-alveolar

Objetivo: Deteccién del exo-antigeno
galactomanano de la pared de las especies
de Aspergillus.

Toma de la muestra: Mediante fibro-
broncoscopio impactado en un bronquio
sub-segmentario, se instila solucion salina
(NaCl 9%o estéril) entre 50 y 100 ml. Las
muestras deben ser recolectadas en tubos
estériles con tapa rosca. No agregar liquido
fijadoralguno.

Condiciones de almacenamiento y trans-
porte: Sisutraslado no es posible de efectuar
en el momento, conservarla a 4 2C hasta 24
h, debido a que aumenta el riesgo de
crecimiento de otros hongos y bacterias
contaminantes. Para conservacion mas
prolongada (hasta 5 meses) se puede
congelar a -20 °C. Debe ser enviada al
laboratorio con unidad refrigerante.

Procesamiento: Si no fue centrifugado
anteriormente, hacerlo a 3.000 rpm durante
10 min. Se ocupa el sobrenadante del
centrifugado, a diferencia del cultivo donde
se trabaja con el pellet. Se debe contar con el
mismo equipamiento descrito anterior-
mente para el procesamiento de sangre.

Interpretacion del informe

En sangre se considerara como
positivo un indice mayor de 0,515. En el caso
de realizarlo en LBA se considerara positivo
un indice mayor de 116. Sin embargo, es
necesario considerar los valores del examen
en el tiempo con al menos dos pruebas
semanales, mdas que un solo valoraislado.

Falsos negativos: Pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica o enfermedad de
Job, aspergilosis localizadas como traqueo-
bronquitis, profilaxis o uso empirico de
antifungicos activos contra Aspergillus e
infecciones por especies menos reactivas
como A. fumigatus, por lo que valores limites
deben ser interpretados segun las sefias
clinicas y otros exdmenes complemen-
tarios(22,23).

Falsos positivos: Neonatos colonizados con
Bifidobacterium spp, infeccién por otros
hongos filamentosos de los géneros Peni-
cillium, Alternaria, Histoplasma o Geotri-
chum, uso concomitante de piperacilina/ta-
zobactam y consumo de productos ldcteos o
cereales con galactofuranosa(22,23).

Comentario final

El diagndstico de EFI por afios ha
sido dificultoso y tardio; no obstante, tal
como lo describe esta guia, en la actualidad
contamos con la deteccién de galactoma-
nano por ensayo inmunoenzimatico, lo que
sumado a la optimizacion del examen
microscopico directo, cultivos y biopsias, nos
dan la oportunidad de realizar un diag-
nostico oportuno y asi poder indicar un
tratamiento precoz, con el fin de mejorar la
sobrevida de nuestros pacientes.
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