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INTRODUCCION

En las dltimas décadas, el principal impulso para el diagnostico y
tratamiento de infecciones por microorganismos oportunistas se centraba sobre
el mundo de las bacterias y los virus, pero a partir del ultimo decenio, los
esfuerzos se concentraron en las infecciones provocadas por los hongos.

Las infecciones micoticas han adquirido una importancia creciente debido
al aumento de las terapias con antibioticos de amplio espectro, el uso de
corticoides, la quimioterapia contra el cancer, los transplantes de organos vy
cirugias mayores, ademas de la aparicion del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), que en conjunto, son condiciones que predisponen al desarrollo
de las micosis, principalmente las denominadas oportunistas.

Los pulmones son los drganos mas frecuentemente afectados por los
hongos denominados oportunistas y constituyen ademas la puerta de entrada y
primera localizacién de las micosis producidas por los hongos patégenos
primarios.

La naturaleza de las enfermedades pulmonares producidas por hongos es
variada, ya que clinicamente pueden ser agudas, subagudas o cronicas; su
evolucion dependera del estado inmunoldgico del paciente, la cantidad del
indculo y virulencia del agente invasor. En el caso de los hongos oportunistas,
el déficit inmunolégico del paciente determinara la evolucion de la infeccion,
mas en cambio, en los hongos patégenos primarios la virulencia y la cantidad

del in6culo seran los principales determinantes del proceso invasivo.



La ubicuidad de los hongos oportunistas dificulta el diagnéstico
microbiologico de las infecciones del tracto respiratorio inferior. El aislamiento
de alguna especie de hongos oportunistas en medios de primoaislamiento
unicamente proporciona un diagnéstico presuntivo de infeccion fungica invasiva,
requiriéndose para un diagnostico certero y oportuno, la visualizacion de
estructuras fangicas al microscopio.

La adecuada seleccion, recoleccion, transporte y principalmente el
tratamiento de las muestras obtenidas por diferentes técnicas como esputo
espontaneo o inducido, lavado broncoalveolar (LBA), cepillado o lavado
bronquial, aspirado transtraqueal, biopsias o punciones pulmonares son
procesos cruciales para poder establecer el diagnéstico de una micosis
pulmonar, donde la visualizacion de estructuras flangicas, asi como su
confirmacion mediante cultivo permitiran establecer el tratamiento adecuado

para cada proceso infeccioso.



OBJETIVOS GENERALES

Presentar un documento actualizado recopilando la informacién mas
reciente acerca de los aspectos clinicos de cada micosis pulmonar

oportunista presente en nuestro medio.

Analizar la sensibilidad y especificidad de las diferentes tipos de muestras
pulmonares reportados en la literatura, asi como de las técnicas de
laboratorio disponibles para el diagnéstico de las micosis pulmonares

oportunistas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar y organizar la informaciéon obtenida para determinar la muestra
pulmonar y técnica diagnéstica de mayor sensibilidad y especificidad de
cada micosis pulmonar oportunista.

Desarrollar un documento de consulta uUtil en la rutina diaria de los
laboratorios de microbiologia, en donde, se realice diagnéstico micolégico

de enfermedades pulmonares.



JUSTIFICACION

Debido a los frecuentes fracasos en los diagnosticos de micosis
pulmonares oportunistas , se realizo la recopilacién y analsis de procedimientos
diagnésticos y técnicas de laboratorio que permitan determinar su utilidad para

lograr un diagnéstico veraz y oportuno de las micosis pulmonares oportunistas.
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1. MICOLOGIA Y MICOSIS

La micologia es el area de la biologia dedicada al estudio de los hongos y
su distribucién en el mundo, mientras que la micologia médica se encarga del
estudio de los hongos y las enfermedades que éstos provocan en el ser
humano.’

La mayoria de los hongos son inocuos y tienen una amplia distribuciéon en
la naturaleza, por lo que el hombre se encuentra en contacto continuo con
grandes cantidades de estructuras fungicas. El desarrollo de las micosis se ve
favorecido en pacientes con enfermedades debilitantes o inmunosupresoras.

Los hongos patégenos primarios se encuentran ecolégicamente
restringidos debido a sus requerimientos nutricionales y ambientales (Cuadro
1). La infeccién fungica suele ser adquirida al momento de que el paciente se
interna en el nicho ecoldgico de los hongos patdgenos primarios, donde entra
en contacto con grandes indculos de estructuras fangicas.® Las condiciones
inmunologicas que presente el paciente, la cantidad del inoculo y principalmente
la virulencia del hongo determinaran la evolucion de la infeccion.*

En los pacientes inmunocompetentes, generalmente las infecciones estan
limitadas y por lo tanto pueden no desarrollar la enfermedad e incluso los focos
infecciosos son espontaneamente curados; no asi en los pacientes
inmunocomprometidos, donde el el déficit inmunolégico puede llevar al paciente

hasta la muerte.* La via de entrada de los hongos patégenos primarios
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principalmente es respiratoria, por lo que los 6rganos mas afectados suelen ser

los pulmones.®

Cuadro 1. Principales hongos patégenos primarios **

‘Hongo ' Areas endémicas

Coccidioides immitis Argentina, Centroameérica, surooccidente de
E.U.A y noroccidente de México

Histoplasma capsulatum Valles fluviales
Paracoccidioides brasiliensis Brasil, Colombia, Venezuela, Paraguay
Blastomyces dermatitidis Valles fluviales de E.U.A., Quebec y Ontario

En el caso de los hongos oportunistas (Cuadro 2), la capacidad de los
hongos para provocar enfermedades, no radica en su patogenicidad sino en las
condiciones que predisponen al paciente a desarrollar las micosis;
enfermedades como: diabetes, leucemia, cancer, desnutricion, SIDA, ademas
de la administracion de antibioticos de amplio espectro, transplantes de érganos
solidos y terapias inmunosupresoras favorecen las condiciones necesarias para

la infeccion fangica.*®”’
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Cuadro 2. Algunos hongos oportunistas causantes de patologias pulmonares **

Género Especie

Aspergillus fumigatus, flavus, niger, terreus, nidulans

Candida albicans, tropicalis, parapsilosis, glabrata, lusitaniae, krusei
Cryptococcus neoformans

Pneumocystis Jiroveci

Rhizopus arrhizus, rhizopodomorfis

Mucor circinelloides

Absidia corymbifera

Geotrichum candidum

La aparicion del virus de la inmunodeficiencia humana y el aumento de la
drogadiccion endovenosa también han favorecido el aumento de enfermedades
de origen micético.” Un claro ejemplo es el reporte del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) donde se determind neumonia por
Pneumocystis jiroveci en el 55.2 % de pacientes con SIDA hospitalizados en el

periodo de 1991-2001.°
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2. MICOSIS PULMONARES

Los pulmones son los ¢érganos mas frecuentemente afectados por los
hongos oportunistas y constituyen la puerta de entrada y primera localizacion de
las micosis producidas por los hongos patégenos primarios.*®

Los hongos del género Candida, Cryptococcus, Aspergillus y Mucoral se
ubican dentro del grupo de hongos oportunistas, ya que el estado grave a que
pueden conducir es basicamente producto de un déficit defensivo del huésped.
En cambio, la enfermedad producida por los hongos patogenos primarios es
principalmente inherente a su virulencia. Sin embargo, cualquiera de éstos
puede infectar de manera oportunista a individuos inmunodeprimidos.*®

Los hongos pueden llegar a los pulmones a través de dos vias principales:
aerea y hematégena. La primera de ellas, mas frecuente, origina micosis
pulmonares primarias y la segunda, promueve una localizacion mas de una
micosis diseminada, resultando en una micosis pulmonar secundaria.*®

El diagnéstico de las micosis pulmonares, requieren de métodos de
diagndstico  microbiologico e  inmunoloégico, aunque el método
anatomopatolégico es el procedimiento diagnostico mas utilizado. *°

Clinicamente, las micosis pulmonares pueden ser agudas, subagudas o
cronicas; la mayoria de las micosis pulmonares oportunistas son agudas, en
cambio, las micosis pulmonares por patogenos primarios tienden a ser
crénicas.” La imagenologia debe ser utilizada como una herramienta, mas no

como un método diagnéstico definitivo.*
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Histologicamente, las micosis pulmonares se pueden clasificar en dos
grupos: el primero refiere a aquellas donde se cursa con la presencia del hongo
en el tejido y que presentan desde ausencia de reaccion tisular a trastornos
inflamatorios locales graves; el otro grupo, son provocadas por los hongos o sus
antigenos, donde se cursa con una minima poblaciéon o ausencia de elementos
fungicos en el tejido y el dafo se determina por los mecanismos de
hipersensibilidad manifestado por inflamaciones cronicas.®

La deteccion de anticuerpos es util para la histoplasmosis y la
coccidioidomicosis, aunque Unicamente indica primocontacto. La deteccion de
antigenos es Gtil para la criptococosis y puede evaluar el avance terapéutico.*'°

La seleccion, recoleccion y transporte de las muestras pulmonares
adecuadas es vital para establecer un diagnéstico concluyente. Las muestras
destinadas al estudio micolégico pueden provenir de la primera expectoracion
matutina, expectoraciones inducidas, secreciones traqueales, lavados
broncoalveolares (LBA), aspirado transtraqueal o tejido pulmonar. Se deben
observar diversas fracciones de las muestras a través del examen directo al
fresco o con hidroxido de potasio (KOH) aunque su utilidad dependera de la
micosis pulmonar y del tratamiento de la muestra.®

Para el cultivo de la muestra, es preferible sembrar una fraccion importante
de las muestras liquidas para permitir el crecimiento del posible agente
etiologico. Las muestras soélidas deben ser maceradas para su siembra en la
superficie y en picadura en el agar, de tal manera que parte de la muestra esté

sumergida en el medio y otra parte se encuentre en contacto con el aire.”
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En la micologia médica existen diversos medios de cultivo, los cuales
pueden ser selectivos o de primoaislamiento. Los primeros, inhiben el
crecimiento de bacterias, que pueden alterar el crecimiento del posible hongo.
Los agentes inhibitorios de bacterias de los medios de cultivo selectivos son
cloramfenicol, gentamicina, penicilina G o alguna combinacion de éstos; el uso
de cicloheximida, inhibe a algunos hongos saprofitos, aunque debido a la
inespecificidad de los elementos fangicos en las muestras no permite descartar
que alguno de éstos sea el agente etiologico de la micosis pulmonar. Las
muestras se deben sembrar en medios con cicloheximida y sin ella, ya que ésta
puede inhibir el desarrollo de hongos como Cryptococcus neoformans, algunas
especies del género Candida, Aspergillus, Mucoral, Pseudoallescheria boydii y
Trichosporon cutaneum.®

Los cultivos deben incubarse a 30 °C, aunque algunos autores refieren
intervalos de 25-37 °C durante 30 dias.’

Para la tipificacion de las levaduras se utilizan pruebas fisiologicas y
bioquimicas, destacando la formacion de tubo germinativo, micromorfologia en
Corn meal agar + tween 80, reduccién de nitratos, utilizacién de carbohidratos,
produccion de ureasa, macro y micromorfologia en medio Niger, Staib o DOPA
(medio de alpiste negro o de Guizotia abyssinica). °

La identificacion de los hongos filamentosos, se basa en criterios
morfologicos, destacando las caracteristicas macroscopicas de las colonias y su

examen microscopico, ademas de pruebas fisioldgicas y bioquimicas.®
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3. APARATO RESPIRATORIO

E! aparato respiratorio realiza el intercambio de gases en el organismo y se
encuentra constituido por : nariz, faringe, laringe, trdquea, bronquios, bronquiolos

y pulmones (Figura 1)."""?

3.1  NARIZ

Es la principal via de circulacion de aire hacia los pulmones.'? Sus
funciones son la filtracién, calentamiento y humectacion del aire que entra.'??
Las fosas nasales se encuentran tapizadas por membranas mucosas ciliadas,
mientras la parte externa esta recubierta por pelos que no permiten el paso de

particulas suspendidas en el aire inspirado (Figura 2)."
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Figura 1. Aparato respiratorio.” Figura 2. Nariz®
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3.2 FARINGE

Localizada detras de la boca, la nariz y la laringe, se divide en 3 porciones:
la superior llamada rinofaringe o nasofaringe, la porcion media es la bucofaringe
u orofaringe y la porcion inferior es la laringofaringe (Figura 3). La faringe
conduce el bolo alimenticio hacia el eséfago, pero debido a que es un conducto

comun con el aparato respiratorio, también conduce el aire.'?

3.3 LARINGE

La laringe, es la continuacion de la faringe y esta localizada en la parte
anterior del cuello.''"*'* Esta constituida por el cartilago tiroideo, el cartilago
cricoideo y la epiglotis (Figura 4).% La laringe esta recubierta con mucosa

desde el inicio de la faringe hasta la traguea.’

1._..—-— Tonsilla faringea

Shocco della tuba ugitiva
L Falato malle

Rinolasinie

Enigictuide

Memhrana Liraidea

R ——— Orafaringe Cartilagion trcides
L Epiglottice Camitagine wluroaides
Laringo-faringe s
Laringe Glottide Ticoide:
sl aniemnoe vista postenore
Esofaga
= - A . .
Figura 3. Faringe. Figura 4. Laringe.”
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3.4 TRAQUEA

La traquea es un conducto localizado bajo la laringe y esta formada por
tejido cartilaginoso en forma de C, tejido conjuntivo y musculo liso. En su
porcion inferior, se divide en dos ramas que son los bronquios (Figura 5)."""
Esta recubierta por epitelio ciliado y mucosa, encargados de mantener la

superficie interna libre de particulas extranas; el moco recoge las particulas

inhaladas y el movimiento de los cilios lo barren hacia arriba. '

3.5 BRONQUIOS Y BRONQUIOLOS

Los bronquios son estructuras tubulares que conducen el aire desde la
traquea hasta los alvéolos pulmonares. Los bronquios son tubos con
ramificaciones progresivas arboriformes y diametro decreciente (Figura 6)."

Finalmente se dividen en ramas menores denominadas bronquiolos. "'

Figura 5. Traquea.” Figura 6. Bronquios y bronquiolos. "
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3.6 PULMONES

Son dos érganos localizados en las partes laterales del torax, tienen forma
de cono truncado, con su base inferior. El pulmon derecho es mas ancho y
corto, dividiéndose en tres lobulos: superior, medio e inferior. El pulmon
izquierdo es mas largo y angosto, dividiéndose en dos [ébulos: superior e

inferior (Figura 7).""

Figura 7. Pulmones.”

Los pulmones estan rodeados por una membrana serosa doble que recibe
el nombre de pleura, la cual se encuentra formada por la hoja parietal y la hoja
visceral. Entre las dos hojas existe una pequena cantidad de liquido pleural que
sirve como lubricante.'* '3

El tejido pulmonar estd constituido por lobulilos y en cada uno se
encuentra un bronquiolo terminal, donde desembocan los conductos de unas
estructuras con aspecto de saco, llamadas alvéolos pulmonares, rodeadas de

vasos capilares.
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4,

MECANISMOS DE DEFENSA DEL APARATO RESPIRATORIO

Diariamente el aparato respiratorio es expuesto a 10,000 litros de aire y en

este se encuentran suspendidos agentes capaces de causarle dafio, lo que hace

necesario mecanismos que neutralicen dichas agresiones: mecanicos y

aerodinamicos, mucociliares, bioquimicos y otros.

41
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MECANISMOS DE DEFENSA MECANICOS Y AERODINAMICOS

Caja toracica: protege los pulmones y soportaa la ventilacion pulmonar.

Filtros: las vibrisas proporcionan humectacion, alteran la temperatura y
filtran el aire inspirado.'"'*'® En la nariz, el aire sufre cambios de
direccion que favorecen el depésito de particulas mayores a 20 um. En la
faringe, las particulas y otros agentes mayores a 10 um se impactan en
este nivel y sobre la mucosa traqueobronquial. Aln en el caso de la
respiracion bucal, las particulas son retenidas en traquea y bronguios.
Las particulas menores de 5 um se depositan a nivel alveolar y son

fagocitados por los macréfagos alveolares.''®

MECANISMOS DE DEFENSA MUCOCILIARES

Moco y secreciones: la secrecion mucosa consiste en polisacaridos

neutros y acidos; el pH de las secreciones normalmente es neutro. El
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4.3

moco es producido por la irritacién directa de las células caliciformes y las
glandulas mucosas que se encuentran en la submucosa
traqueobronquial.'”” EI moco que cubre el arbol respiratorio esta
constituido por una capa cercana a la superficie de la célula ciliada,
llamada sol, y sobre ésta, otra capa denominada gel, las cuales en
permiten el movimiento ciliar.

La principal funcion de las secreciones respiratorias es la
formacion de una capa mucosa, que por accion de los cilios conducen las
particulas y microorganismos atrapados hacia afuera del arbol
respiratorio."”

Cilios: cubren 0.5 m? de la superficie del arbol respiratorio. Movilizan las
secreciones en direccion cefalica, hasta la traquea, para que sean
expectoradas. Cada célula del arbol respiratorio tiene un promedio de

200 cilios y se movilizan aproximadamente 20 veces por segundo.'>'®

MECANISMOS DE DEFENSA CELULARES

Sistema de linfocitos asociados a bronquios y bronquiolos:
conocidos por las siglas en inglés BALT (bronchiolar associated lymphoid
tissue), se encuentran en las paredes bronquiales. Su funcion es
establecer respuestas contra antigenos mediados por IgA.‘s

Macréfago alveolar: proveniente de la médula osea, migra a la luz

alveolar. Tienen receptores en su superficie para componentes del
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4.4

complemento e 1gG. Fagocita todas las particulas que llegan a éste nivel,
principalmente las opsonizadas. Contiene gran cantidad de enzimas que

destruyen a los microorganismos fagocitados.'*"®

OTROS MECANISMOS DE DEFENSA

Reflejos neurohumorales: la estimulacion de terminaciones nerviosas
desde la traquea hasta las paredes alveolares producen
broncoconstriccion, taquipnea, bradicardia e hipotension, que impiden la
llegada de sustancias toxicas a zonas periféricas. '

Tos: tiene la funcion de remover el exceso de secreciones y presencia de

cuerpos extrafos, tanto en traquea como en bronquios mayores.
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5. ASPERGILOSIS

51 DEFINICION

La aspergilosis es la infeccion invasiva o colonizante de los tejidos por
hongos oportunistas del género Aspergillus o sus antigenos. Generalmente, la
infeccion afecta primariamente los pulmones, pero pueden presentarse otras
formas clinicas como la variedad diseminada, cutanea, ética, oftalmica y

alérgica.”®

5.2. HISTORIA

El término Aspergillus proviene del latin asperjar, que significa rociar o
esparcir y fue utilizado en 1729 por Micheli por su similitud con el instrumento
religioso utilizado para bendecir.’” En 1840 Bennet, Rayer y Sluyter realizaron
observaciones de aspergilosis en humanos mientras Virchow en 1856, realizo
una autopsia minuciosa del primer caso reconocido de aspergilosis
broncopulmonar. Renon en 1897, realizd observaciones epidemiologicas y
describié casos de aspergilosis pulmonar en limpiadores de pelucas. En 1938,
Dave definio el aspergiloma pulmonar y en 1952 Hinson y Moon describieron la

aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA).'"°
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5.3. ANTECEDENTES CLINICOS

Actualmente, la aspergilosis es la principal infeccion micotica oportunista
que afecta el pulmoén. El agente que representa casi el 90 % de los aislamientos
es Aspergillus fumigatus, seguido por A. flavus, A. niger, A. terreus y A.
nidulans.>’?° Este género posee hifas de 3 a 8 um de diametro, hialinas,
septadas, ramificadas en angulos de 45°, las cuales tienen su reservorio en el
medio ambiente, principalmente en el agua, tierra y restos organicos. La
infeccion se produce por la inhalacion de conidios, pudiendo afectar
principalmente el pulmén, corazon, rifion, higado y otros 6rganos.?’

La capacidad de desarrollar la enfermedad depende del estado
inmunolégico del paciente.” Los pacientes con alta morbilidad y mortalidad
(cerca del 80%) son los individuos inmunodeprimidos, principalmente pacientes
transplantados de organos, con SIDA, con alteraciones hematologicas ademas
de aquellos que utilicen esteroides por via sistémica

Los cuadros clinicos de aspergilosis pulmonar se agrupan en procesos

inmunoalergénicos, saprofitos e invasivos.

5.3.1 PROCESOS INMUNOALERGENICOS

5.3.1.1 ASPERGILOSIS BRONCOPULMONAR ALERGICA (ABPA)

Los conidios de Aspergillus spp. al ser anemodfilos, se encuentran en el

medio ambiente por lo que al ser inhalados pueden generar reacciones de
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hipersensibilidad o alergias en pacientes asmaticos, manifestandose como rinitis,
alveolitis y asma.'® La aparicion de tos productiva, malestar general, pérdida de
peso y asma se presentan de 8 a 10 horas después de la exposicion con una
duracién promedio de 36 horas.?? Los conidios saprofitan las mucosas sin poder
esporular, lo cual estimula la produccién del moco en exceso, el cual puede
impactar al bronquio, provocando que éste se distienda. La mayoria de los
pacientes con aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) presentan tos,
fiebre, broncoespasmo y hemoptisis.'® La hipersensibilidad se debe a un
aumento de IgE, acompariada en ocasiones por IgG cuando existe invasion
bronquial, produciendo un infiltrado pulmonar diseminado. La expectoracion de
tapones mucosos puede permitir el aislamiento del hongo,?® aunque su hallazgo
es cuestionable por una posible contaminacion. En el afo 2000, Paterson y
Boots refieren que para establecer el diagnostico de ABPA se presentan
episodios asmaticos, eosinofilia periférica (> 1000/pl), infiltrados pulmonares fijos
o cambiantes, elevacion de IgE sérica (> 1000 ng/ml), intradermorreacion (IDR)
positiva a antigenos de Aspergillus spp, precipitinas séricas frente a antigenos
de Aspergillus y deteccion de IgG e IgE anti-Aspergillus.'® Bonifaz refiere una
triada clinica de la ABPA, en forma de episodios de disnea, tos y
broncoespasmo, ademas de indicar que las especies causantes de ABPA mas
frecuentes son A. fumigatus y A. niger."’ La tomografia axial computarizada de
alta resolucion (TACAR) permite definir los tapones mucosos y dilataciones

centrales, sobre todo en los l6bulos superiores.?
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La evolucion dependera de la reexposicion en sitios con altos niveles de

conidios.??

5.3.1.2 ASPERGILOSIS GRANULOMATOSA BRONCOCENTRICA

Este tipo de aspergilosis representa una forma progresiva de la ABPA. Se
presentan las mismas caracteristicas clinicas, incluidas la eosinofilia periférica e
IDR positiva. El 50% de los pacientes con granulomatosis broncocéntrica
presentan asma.'® La respuesta granulomatosa a Aspergillus en las paredes
bronquiales, produce por necrosis la ruptura de la pared bronquial, la cual
permanece sin dano en la ABPA. En las radiografias de térax se pueden
observar nodulos y areas de consolidacion periférica con predominio en los
l6bulos superiores, infiltrados lobulares o segmentarios, lo cual esta relacionado
con la pérdida de la estructura bronquial. Con el apoyo de la TACAR, se pueden
hallar bronquiectasias y cavitacion, caracteristicas de la reaccién granulomatosa
infecciosa, no especifica de aspergilosis. En pacientes inmunocomprometidos, la
granulomatosis broncocéntrica tiene un alto riesgo para el desarrollo de formas
diseminadas.?’ El diagnostico es similar al de la ABPA, incluyendo la IDR (+),
parametros de la eosinofilia y cuadros clinicos acompanados de las evidencias

radiolégicas.®
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5.3.2 PROCESO DE SAPROFITISMO

5.3.2.1 ASPERGILOMA

Los aspergilomas pulmonares son el resultado del crecimiento de conidios
aspirados continuamente de Aspergillus spp en cavitaciones pulmonares
preexistentes, generalmente de tuberculosis, neoplasias, fibrosis quistica,
histoplasmosis, abscesos y sarcoidosis.'”'#?*# E| término de aspergiloma
pulmonar fue introducido por Devé en 1938. También llamado bola fungica
(fungus ball) o micetoma (término erréneo), se inicia como una masa de
elementos fungicos viables y no viables, sangre, moco, células inflamatorias, las
cuales adoptan una forma esférica, no adherida a las paredes, por lo que se
encuentra libre dentro de la cavidad.®® Se genera irritacion bronquial y
obstruccién pero no invade los tejidos. Inicialmente, la mayoria de los pacientes
no presentan sintomas, pero cuando ya se encuentra formado el aspergiloma,
se puede presentar fiebre, disnea, malestar general, pérdida de peso y tos
crénica.'®'? La hemoptisis se presenta en el 80 % de los pacientes y en el 10 %
de los pacientes, el curso es fatal debido a la erosion de la arteria bronquial.™
La imagen radiolégica del aspergiloma muestra una masa solida de forma
redondeada dentro de una cavidad preexistente localizada generalmente en el
I6bulo superior. En un inicio, se observa una opacidad con un halo claro
alrededor en forma de media luna, denominado signo de Monod, pero cuando el
aspergiloma se encuentra formado se ve una mancha redonda bien limitada

que puede localizarse bilateralmente, pero casi siempre esta en el lobulo
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derecho. Al comparar las placas radiograficas tomadas en diferente posicion, se
aprecia movimiento de la masa formada, lo cual nos indica que no se encuentra
adherida a la pared.'®?° La mayoria de los pacientes presentan aspergilomas
Unicos, pero pueden ser multiples. Se ha considerado que los aspergilomas se
forman también como resultado de la aspergilosis cronica alérgica.'®

En 1970, la Asociacion Britanica de Tuberculosis refiere que el 30 % de
los pacientes con aspergiloma presentan una IDR (+) contra A. Fumigatus. En
1964, Longbottom et al reportaron que la mayoria de los pacientes con
aspergiloma pulmonar presentan una reaccién de precipitinas bastante
marcada.?

La mayor parte de los pacientes con aspergilomas cursan con IgG
elevada, en cambio la IgE puede o no estar aumentada; en los casos en que la
IgE esta elevada, el paciente cursa también con un proceso alérgico y puede
dar origen a la formacion de granulomas eosinofilicos (fendmeno de Hoeppli-

Splendore).”

5.3.3 PROCESOS INVASIVOS

5.3.3.1 ASPERGILOSIS PULMONAR INVASIVA AGUDA (API Aguda)

En la mayoria de los casos, la infeccion se produce por la
inmunosupresion severa del huésped. Esta puede obedecer a diversas causas,
siendo las mas comunes las enfermedades hematoldgicas, ademas de

corticoterapias, transplantes de organos solidos y cirugias mayores.'®'%% La
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evolucién casi siempre es de curso fatal (80-100%)."%%’ Estudios realizados en
hospitales de Europa han demostrado que hasta el 4% de los pacientes
hospitalizados en unidades de neumologia presentan API. ** El diagnéstico se
realiza frecuentemente de manera tardia,® estimandose que hasta el 30% es
un hallazgo ruc',c:rc‘Jpsico.'?4 A diferencia del aspergiloma, en la AP| se presenta la
invasion del tejido pulmonar. El inicio del cuadrc es por la aspiracidon continua
de los conidios, que forman lesiones pulmonares de aspecto necrético o
abscesos. Los hallazgos clinicos y radiograficos de API estan frecuentemente
ausentes. El progreso hacia neumonia, con resultados de hipoxia y disnea
puede presentarse rapidamente. La hemoptisis, la cual no es comun, puede
sugerir areas de infarto pulmonar.” Los procedimientos invasivos como la
biopsia pulmonar estan contraindicados debido a que alteraciones plaquetarias
son frecuentes en los pacientes neutropénicos. El diagnostico por serologia es
lento para estos pacientes.?® En pacientes neutropénicos con API diagnosticada
y tratada tras mas de 10 dias de la aparicion del primer signo clinico y
radiologico, la mortalidad es del 90%, pero desciende al 40% cuando el
tratamiento es instaurado tempranamente.*

En el 10% de los casos, segun Gassiot et al, las radiografias de torax son
normales una semana antes del fallecimiento o no presentan lesiones
especificas.?

A medida que la infeccion avanza, los pacientes presentan tos crénica,

expectoracion mucopurulenta, astenia, hemoptisis y fiebre. Finalmente, se
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presenta trombosis y diseminacion hacia otros érganos como higado, intestino,
cerebro, bazo, corazon y sistema nervioso central (SNC).%°
A los rayos X, se observa una imagen de bronconeumonia con infiltrados

y multiples consolidaciones, también compatible con carcinomas pulmonares. '

5.3.3.2 ASPERGILOSIS PULMONAR INVASIVA CRONICA (API Crénica)

A diferencia de pacientes transplantados o neutropénicos, los pacientes
con API cronica presentan sintomatologia progresiva que va desde semanas
hasta meses y es menos comun que la forma invasiva aguda. Los pacientes
afectados son aquellos con inmunocompromiso: alcoholicos, diabéticos, VIH (+)
o que reciben corticoesteroides por via sistémica. Los sintomas encontrados
son tos productiva cronica, fiebre moderada, hemoptisis ocasional y perdida de
peso. Radiologicamente, se puede encontrar cavitaciones en areas de
consolidacién con el signo de Monod. Para establecer el diagnostico se requiere
de la observacion de hifas caracteristicas de Aspergillus spp en muestras de
biopsia pulmonar. Histologicamente se describe como una neumonia

granulomatosa angioinvasiva necrotizante.’®

5.4 ETIOLOGIA

El género Aspergillus contiene 900 especies ubicuas en la naturaleza,

aunque para el hombre, la mayoria de éstos son termosensibles (Cuadro 3 ).%
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Cuadro 3. Caracteristicas macro y microscopicas del género Aspergﬂfus‘

T Disposicion
Especie Colonia Conidicforos Vesicula de conidios Conidios
A. fumigatus Polvosa, verde- Lisos Abultamiento Paralela al Equinulados
azul 0scuro simple, 20-30 comidioforo
wm
. Esféncas y
A. flavus Filamentoso, Rugosos voluminosas, Radial enunoo  Equinulados
verde-amarillo 35-45 ym dos ordenes
Pequenas y Dos ordenes
A. nidulans Polvoso, verde Lisos y cortos nemisféricas, sobre la mitad Equinulados
0S5CUro 812 ym de la vesicula
] . Hemisférica y
A. niger Granular, negro Lisos y largos voluminosa, Radial enuno o  Redondos y
50-75 um dos ordenes lisos
Dos ordenes
A. terreus Aterciopelada, Lisos Hemisféricas, sobre las 2/3 Lisos
marrén 10-16 ym partes de la
vesicula

La identificacion de las especies se facilita mediante la preparacion de
cultivos en portacbjetos para examen de conidioforos, conidios, vesiculas y

masa colonial, ademas de la morfologia macroscopica.?®
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5.5 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Las especies del género Aspergillus crecen en casi todos los medios de
cultivo, excepto en aquellos con cicloheximida. La mayoria de éstos hongos, que
han tenido reportes de causar infecciones en el hombre crecen de manera

optima a 37 °C.? Los conidioforos se llegan a observar a las 48 horas posteriores

a su incubacion.®®

5.5.1 DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS BRONCOPULMONAR ALERGICA

La expectoracion de tapones mucosos ha permitido el aislamiento del
hongo,?®?® aunque puede resultar una contaminacién. La IDR (+) y precipitinas
séricas frente a antigenos de Aspergillus spp, ademas de la deteccion de IgG e
IgE anti-Aspergillus son de utilidad en ésta variedad clinica.®

Rippon indica que en 200 pacientes con ABPA se encontré que los cultivos
positivos a partir de esputo fueron un hallazgo constante en la enfermedad.?® La
eosinofilia periférica, las pruebas inmunologicas descritas y las placas
radiograficas, junto con el hallazgo del hongo en la muestra y cultivos deben de

correlacionarse para realizar el diagnostico.
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5.5.2 DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS GRANULOMATOSA

BRONCOCENTRICA

El diagnostico se realiza de la misma manera que la ABPA, incluyendo la
IDR (+), eosinofilia periférica, cuadro clinico y las evidencias radiolégicas de

distension bronquial granulomatosa.?’

5.5.3 DIAGNOSTICO DE ASPERGILOMA

El diagnostico de aspergiloma se basa en el examen directo con KOH al
10% con muestras de esputo y LBA principalmente. El hallazgo de cabezas
aspergilares indica un proceso colonizante (Figura 8).%° Los cultivos se deben
realizar en medio de Sabouraud y papa dextrosa agar (PDA) con cultivos
seriados. " Las tinciones histopatologicas utilizadas son de tipo argénticas como
Gomori Grocott, ademas de la tincién de acido peryddico de Schiff (PAS). %

La IDR puede llega a ser til, aunque la mayoria de los pacientes no
presentan reaccion alguna. La correlacion de los resultados de laboratorio,
incluyendo la determinacion de IgG e IgE, placas radiograficas, examen directo y

cultivo pueden llegar a instalar el diagnéstico de aspergiloma.”®
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Figura 8. Tincion de Gomori Grocott (izquierda) y examen directo (derecha) de

LBA de paciente con aspergiloma, donde se observan las cabezas aspergilares.®

5.5.4 DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS PULMONAR INVASIVA

El principal problema de la invasion pulmonar por especies del género
Aspergillus es el diagnostico, ya que la mayoria de los pacientes cursan con
trombocitopenia, por lo cual los procedimientos invasivos como cepillado
bronquial y LBA estan contraindicados, ™ aunque se han reportado diagnosticos
realizados mediante éstas tecnicas, posteriores a la regresion de las
coagulopatias (Figura 9).%"

Las pruebas serolagicas generaimente resultan negativas, ain en la
enfermedad ampliamente diseminada.

La aspiracion transtoracica percutanea con aguija, la biopsia pulmonar por
minitoracotomia y recientemente, la biopsia fibrobroncoscopica han sido de

utilidad diagnostica. %°
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Figura 9. Examen directo con KOH de LBA.

En el material de biopsia, muestras quirtrgicas y desechos tisulares
digeridas con KOH, se observan las hifas caracteristicas, ramificadas en forma
dicotémicas y septadas, aunque generalmente no se presentan los conidioforos

(Cuadro 4).*°
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Cuadro 4. Sensibilidad y especificidad de técnicas de laboratorio para el
diagnéstico de aspergilosis pulmonar invasiva

, TINCIONES (%) CULTIVO (%) TOTAL (%)

Autor Muestra Técnica SE S SE Es SE Es
Citocentrifugado AT 41

LBA 1500 rpm GM 6 "

15 minutos GR 6 5 2 95 59 92

Citocentrifugado

Lavado 1500 rpm
bronquial 15 minutos AT 11 NR 15 NR NR NR
Kahn®’
: 4 Citocentrifugado
st 1900 ram AT NR 18 NR NR AR
L u 15 minutos
Citocentrifugado
1500 rpm
Esputo 16 -minclas NR NR 48 NR NR NR
Citocentrifugado
LBA 1500 rpm
15 minutes GG 33 NR NR NR NR NR
Von
Eiff*®
Citocentrifugado
Lavado
3 1500 rpm GG 50
bronquial 15 minulos NR NR NR NR NR
NR= NO REPORTADO SE= SENSIBILIDAD ES= ESPECIFICIDAD
GM= GIEMSA GR= GRAM GG= GOMORI GROCOTT

AT= AZUL DE TOLUIDINA
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6. NEUMOCISTOSIS

6.1 DEFINICION

La neumocistosis es una infecciéon subaguda provocada por un
microorganismo oportunista de naturaleza fungica atipica denominado
Pneumocystis jiroveci (antes Pneumocystis carinii). Este microorganismo
antes clasificado como parasito, ha sido reclasificado como un hongo debido a
estudios de biologia molecular, aunque es incapaz de crecer en cultivos para
hongos ni de responder a la terapetica antifungica.>®?®

Pneumocystis jiroveci (P. jiroveci) afecta principalmente los pulmones en

forma de neumonia aguda o cronica. '

6.2 HISTORIA

Las primeras descripciones de P. jiroveci fueron realizadas por Chagas en
cobayos durante 1909, quien lo clasifico como un quiste de Trypanosoma cruzi.
En 1910, Carinii realizé las mismas observaciones en ratas, aunque lo clasifico
como Trypanosoma lewisi. Delanae & Delanae realizaron observaciones a los
cortes histologicos de Carinii y junto al Instituto Pasteur en Paris, determinaron
que los microorganismos encontrados eran distintos a quistes de Trypanosoma,
por lo cual se reclasifico como Pneumocystis carinii. Este hecho, fue

correlacionado con observaciones por Delanae en ratas infectadas.'%?*%°

38



Posteriormente, el microorganismo fue encontrado en monos, zorros, humanos y
animales domésticos en varias regiones del mundo.*

Los primeros casos en humanos se reportaron en Europa Central en los
anos 50’s, donde los pacientes infectados eran lactantes prematuros y fueron
diagnosticados con neumonia intersticial de células plasmaticas. Posteriormente
se observaron adultos inmunocomprometidos infectados, principalmente
pacientes con alteraciones hematologicas malignas vy tratamientos
inmunosupresores. A raiz de la aparicion del SIDA, la incidencia de neumonia

por P. jiroveci se ha incrementado, siendo incluso marcador del SIDA."%%

6.3 ANTECEDENTES CLINICOS

La neumonia por P. jiroveci o neumocistosis es la enfermedad de tipo
oportunista mas frecuentemente reportada en pacientes inmunocomprometidos,
dentro de los que se encuentran pacientes con SIDA, leucemias, linfomas,
transplantes de organos solidos, alcoholismo crénico, desnutricion severa y
pacientes hospitalizados por largos periodos.'®?® La infeccion también se ha
presentado en personas inmunocompetentes, aunque no evidencian
sintomatologia alguna, presumiblemente debido a la baja virulencia del
organismo. Estudios serolégicos han mostrado que el 65-100 % de nifios entre

2-4 afios presentan anticuerpos contra P. jiroveci.?®
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El microorganismo ha sido aislado del suelo, aire y hospitales, por lo que se
cree que la via de entrada es pulmonar, aunque se ha aislado a P. jiroveci del
agua, lo cual sugiere que la via oral puede ser factible.?®

El desarrollo de la enfermedad aun no esta clara, aunque la teoria mas
aceptada es la posible inhalacion del microorganismo durante la infancia, lo cual
puede confirmar el hallazgo de anticuerpos en infantes. En la mayoria de los
pacientes, la neumocistosis se manifiesta por la reactivacion de
microorganismos pulmonares latentes, debido a la asociacion de desnutricion e
inmunodeficiencias. Estudios con ratas inmunosuprimidas y enfermas indican
que puede existir transmision de persona a persona, lo cual es de extremo
cuidado en pacientes con SIDA, ya que generalmente se encuentran en
espacios hospitalarios comunes. '

En pacientes con SIDA y cuentas de linfocitos CD4 < 200 células /mm?, la
enfermedad se presenta como una neumonia severa, aguda y difusa siendo
progresiva hasta una insuficiencia respiratoria. Los hallazgos clinicos son
inespecificos, siendo ocasionalmente observados periodos de fiebre moderada,
tos seca, fatiga y pérdida de peso. La produccion de esputo no es comun. Las
placas radiograficas muestran infilirados reticulares o nodulares bilaterales y
asimetricos en forma de ‘“vidrio despulido”.w'29 observandose rara vez
consolidaciones focales.*

Generalmente los estadios tempranos de P. jiroveci no producen

sintomas, contrariamente en los estadios tardios.*®
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6.4 ETIOLOGIA

P. jiroveci presenta una morfologia de tipo amibiana, con pseudopodos
delgados, mitocondria, pared y membrana celular.'® La forma parasitaria es en
forma de quiste, con un diametro de 5-8 um, el cual contiene 4-8 corpusculos
uninucleados de 1-5 um en forma ameboide, a los cuales se les denomina como
trofozoitos (Figura 10).31 Aunque no se encuentra definido el método de
infeccion, los quistes se encuentran inmersos en un exudado proteinico y

fibrinoide intraalveolar, los cuales seran dependientes de episodios previos.'®

Figura 10. Quiste de P. jiroveci en muestra pulmonar de rata.?

6.5 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para realizar el diagnostico de laboratorio es fundamental la obtencion de
una muestra representativa de secreciones pulmonares.?® La apariencia

histologica caracteristica es un exudado espumoso, rosado intraalveolar que
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contiene las estructuras parasitarias denominadas quistes, las cuales contienen
a los trofozoitos. Las tinciones argénticas y hematoxilina-eosina (HE) permiten
una mejor observacion del microorganismo (Figura 11), seguida de las tinciones

de Giemsa, azul de toluidina y Papanicolau (Cuadro 5)."

Figura 11. Tincion de Gomori Grocott (izquierda) que muestra quistes de P.
jiroveci en tejido pulmonar, donde nicamente la pared de los quistes se tifien de

negro. Tincion H & E (derecha) donde se observa el exudado proteinico.®
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Cuadro 5. Sensibilidad y especificidad de técnicas de laboratorio para el

diagnostico de neumonia por P. jiroveci

AUTOR MUESTRA TECNICA TINCIONES ( % )
B B SE ES VP
DO 844 DQ 987 DQ 944
Armbruster et LBA Citocentrifugado FF 60.0 FF 1000 FF 883
al” IFD 594 IFD 986 IFD 867
PCR 655 PCR 625 PCR 87.6
GG 920 GG 920
Esputo inducido Ditiotreitol + IFI 97.0 IFI 100.0 NR
centrifugado IFD  97.0 IFD 850
DQ 920 DQ 100.0
Cregan et al™
GG 86.0 GG 97.0
LBA Centrifugado IFI 86.0 IFI 100.0 NR
IFD 90.0 IFD 90.0
pDa 810 0o 97.0
Filtracion +
Schumann et LBA centnfugado + PAP 97.0 NR NR
al™ citocentrifugado GG 89.0
Greaves et al™ LBA Citocentrifugado PAP 100.0 NR NR
GG 100.0
Dugan et al™ LBA Citocentrifugado PAP 860 NR NR
GG 100.0
Stanley et al”’ LBA Citocentnifugado PAP 100.0 NR NR
GG 950
Narshkin et al™ LBA Centrifugado PAP 80.2 PAP 951 NR
GG 965 GG 991
LBA Centrifugado GG 97.8 GG 97.9 NR
Weldon-Linne
etal™
BTB Fijado GG 836 GG 84.0 NR

DQ = DIFF-QUIK

GG= GOMORI GROCOTT
PAP=PAPANICOLAU
ES= ESPECIFICIDAD

IFI=INMUNOFLUORESENCIA INDIRECTA

FF= FUNGIFLUOR
PCR=PCR
SE=SENSIBILIDAD

NR= NO REPORTADO
IFD= INMUNOFLUORESENCIA DIRECTA
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7. CANDIDIASIS

7.1  DEFINICION

La candidiasis o candidosis es una infeccion micética causada por una o
varias especies de levaduras oportunistas del género Candida, que afectan
principalmente las mucosas (boca, vagina, etc.), piel, uhas y de manera
excepcional, pulmones, intestinos y otros 0rganos.'°

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad varian, presentandose
desde un cuadro agudo, subagudo o cronico.'®?® El proceso patolégico
provocado es diverso, lograndose observar desde irritacion e inflamacion hasta
supuracién cronica y aguda o respuesta granulomatosa.?®

Algunas especies de Candida son comensales del humano, colonizando
la piel, mucosas, tracto respiratorio alto, genitourinario y digestivo.”'® El cambio
del estado de comensalismo a infectante esta determinado por la presencia de
factores de oportunismo que predispongan al individuo, siendo algunos de estos
factores: diabetes, tuberculosis, SIDA, desnutricion, embarazo, obesidad,
carcinomas, leucemia, prematurez, endocrinopatias, transplantes de drganos
solidos, cirugias, terapias inmunosupresoras, terapias prolongadas de
antibiéticos de amplio espectro, drogadiccion, etc.?'%% Por lo que la infeccion
se considera como un proceso infeccioso de origen endogeno.'®

A pesar de que el agente etiologico de candidiasis mas frecuentemente

10,18

aislado es Candida albicans, existen cerca de otras 200 especies, de donde
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sobresalen C. kefyr, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondii, C. parapsilosis, C.
glabrata y C. dubliniensis.’

Las infecciones provocadas por Candida spp se pueden presentar en
todos los grupos de edad, sexo, raza y ocupacion, aunque ciertas formas de

candidiasis tienen una mayor frecuencia en grupos determinados.?"?

7.2 HISTORIA

La primera descripcion documentada de la candidiasis se encuentra en el
tratado “Epidemics” de Hipocrates, en el cual se reportan placas blanquecinas
en la boca de pacientes debilitados, a lo que denominé aftas o muguet.’%%
Galeno, Rosenstein y Underwood lo describieron en nifios debilitados y lo
clasificaron como un trastorno del recién nacido. Véron en 1835 y Berg en 1846,
postulan que el muguet se adquiria por el paso del producto a través del atero
de mujeres con condiciones amihigiénicas.ZE Robin en 1814 y Bennett en 1844,
lograron aislar el hongo y proponen que la enfermedad es propia de pacientes
debilitados.'®?® Bennett realizé ilustraciones del hongo en el pulmén y en el
esputo de un paciente con neumotdrax causado por la tuberculosis. En 1842,
Gruby clasifico al hongo dentro del género Sporotrichum. Robin en 1853, indico
que el hongo del muguet podria estar presente en pacientes terminales y le
otorgod el binomio de Oidium albicans. En 1868, Quinquand propuso el término
Syringospora robinii y en 1877 Reess, lo denomind Saccharomyces albicans.

Durante 1877, Grawitz observé la naturaleza dimoérfica del hongo y en 1887,

45



Audrey demostré que el crecimiento de levadura-micelio era una respuesta al
ambiente por una sola especie de hongo.?®

Zeker en 1861, describio el fallecimiento de un paciente debilitado por la
enfermedad generalizada causada por diseminacion hematoégena. En 1877,
Parrot observo la primera infeccion pulmonar.

En 1751, Hill utilizo el término de Monilia para describir a los hongos de la
vegetacion en descomposicion, que era causada por especies del género
Aspergillus. Finalmente, Plaut en 1887 llego a la conclusion de que el hongo de
la madera podrida causante de lesiones en pollos era el mismo que provocaba
el muguet del hombre, razon por la cual Zopf acepto dicha teoria y denominé al
hongo como Monilia albicans; ésta denominacion fue muy popular en la
literatura medica, aunque el genero Monilia incluye a patégenos de plantas no
relacionadas con el género Candida. El principal responsable de la confusion en
la denominacién del hongo causante del muguet en el hombre fue Castellani,
quien retuvo el nombre de Monilia. Para evitar confusiones, Berkhout en 1923
propuso el género Candida para incluir levaduras esporogenas, donde los
conidios salen por gemacion de las hifas o entre unos y otros. Este género,

finalmente fue aceptado en el VIII Congreso Botanico de Paris en 1954.%°

7.3 ANTECEDENTES CLINICOS

La candidiasis es la infeccion micotica mas frecuente y la primera forma

clinica reportada fue la variedad oral. La candidiasis es polimorfica y el nivel de
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profundidad o sistematizaciéon depende del factor predisponente con el que se
asocie. Las variedades clinicas que se presentan son las siguientes (Cuadro
5)_10

Cuadro 6. Variedades clinicas de la candidiasis en el humano'®

Candidiasis Tipo clinico
o % Oral
< Genital
Mucocutanea % Gastrointestinal

-
o

Broncopulmonar
Mucocutanea-cronica

.

.
!

.

Intertrigos
Onicomicosis

Del area del panal
Pustulosis
Granuloma

.
*

.,
Lxd

Cutanea

»,
)
-

-,
ix4

-,
X

Septicemia
Tracto urinario
Meningitis
Endocarditis

Sistémica

»,
“e

»,
.
¥

C. albicans, principalmente, es comensal del tracto gastrointestinal y
genitourinario, por lo que fundamentalmente la infeccion es endogena.'®%

La candidiasis no tiene una distribucion especifica, ya que la enfermedad
se desarrolla en aquellos pacientes donde se rompe el equilibrio huésped-
parasito. '

Actualmente existe un aumento en la incidencia de infeccién debido al
incremento de los factores predisponentes: multiples terapias con antibioticos

de amplio espectro e inmunosupresores, cancer, leucemia, diabetes, obesidad,

desnutricion, inmunosupresién y Gltimamente, SIDA. De estar antiguamente
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asociada a la infancia y ancianidad, la candidiasis ha pasado a ser una
manifestacion comun en otros grupos de pacientes como los infectados por el
VIH o los sometidos a terapias inmunomoduladoras o antineoplasicas. Se
estima que el 90% de ésta poblacion sufrira al menos un episodio de infeccion
candidésica.*°

Candida spp representa el séptimo agente causal mas frecuente de
infeccion nosocomial en los Estados Unidos.?® La candidiasis oral se puede
considerar como predictora de la progesion del SIDA. La candidiasis esofagica
se ha presentado como la primera sefal del VIH en el 14% de los pacientes
infectados y se asocia a cdinofagia o disfagia, pero puede ser asintomatica;
generalmente se ve acompafada de candidiasis oral.*’*? La endoscopia puede
revelar las tipicas placas blanquecinas en la mucosa eritematosa o ulceraciones
esofagicas.*

La candidiasis oral y esofagica tienen una alta incidencia; en contraste, la
candidiasis diseminada, pulmonar, bronquial y candidemia son raras, a pesar de
existen algunos reportes en pacientes debilitados.*’

C. albicans es la principal responsable de las infecciones, estimandose
que ésta especie es responsable del 50% de la candidiasis. También es de
notarse el aumento de las infecciones causadas por especies no albicans como:
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillermondii, C. krusei y C.
dubliniensis, entre otras.'”

Algunas especies del género Candida tienen tropismo por alguna forma

clinica (Cuadro 7)."
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Cuadro 7. Tropismo de algunas especies de Candida'

Especie Cuadro clinico (candidiasis)

C. albicans Palitropismo

C. tropicalis y C. stellatoidea Vaginitis, broncopulmonar, SNC, intestinal y
osteoarticular

C. parapsilosis Endocarditis y otitis externa

C. guillermondii Vaginitis, endocarditis y osteoarticular

C. pseudotropicalis Uretritis y vaginitis

C. krusei Onicomicosis, mucosas y endocarditis

C. zeylanoides Onicomicosis

C. dubliniensis ha sido por un largo periodo, el foco de atencién de los
micologos, debido a que presenta una similitud fenotipica muy cercana a C.
albicans, aunque se determiné que C. dubliniensis se encuentra mas asociada
a pacientes infectados por el VIH y presenta una alta resistencia a las terapias

antifungicas.”

7.3.1 CANDIDIASIS BRONCOPULMONAR

En la mayoria de los pacientes, el tracto respiratorio superior se encuentra
colonizado o invadido por Candida, especialmente en los neonatos. '’

La candidiasis bronquial es una enfermedad cronica y frecuente en

: F 4 10 5 i

pacientes que cursan con leucemia, linfomas, etc.”” Consiste en bronquitis

cronica con tos, produccion de esputo y estertores o engrosamiento

peribronquial, los cuales se observan en las placas radiograficas.?®
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Dentro de los alvéolos es frecuente la presencia de moco, restos de
comida y estructuras fungicas. En algunos casos, se presenta la invasion de la
pared bronquial.’®

La candidiasis bronquial no afecta el estado general del paciente.'
Algunos estudios han reportado que las especies de Candida estan presentes
en casi todos los procesos cronicos del pulmon; en casos avanzados se han
detectado desde placas pequefias semejantes al muguet oral, hasta
ulceraciones. Estos microorganismos se pueden encontrar en concentraciones
considerables en muestras de esputo. La broncoscopia no ha logrado
determinar el grado de colonizacion por Candida del arbol bronquial. En algunos
casos, Unicamente se pueden presentar los sintomas de la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC). Actualmente, el género Candida no se

puede relacionar con todos los procesos patolégicos debido a que puede ser un

colonizador menor o un alergeno.?
7.3.2 CANDIDIASIS PULMONAR

La candidiasis pulmonar es sumamente progresiva y mortal, aunque su
observacion es excepcional. Arteaga et al en un estudio postmortem no

observaron evidencias histopatoldgicas de candidiasis pulmonar; sin embargo,

detectaron numerosas lesiones candidodsicas en cavidad oral y esofélgit::a.“‘3
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La candidiasis pulmonar generalmente se presenta en pacientes con
alteraciones pulmonares previas, atribuibles a otros microorganismos o
neoplasias, 0192644

De la misma manera que en la variedad broncopulmonar, generalmente el
tracto respiratorio superior, lengua y faringe se encuentran colonizadas o
invadidas por Candida spp, especialmente en los neonatos. '

La candidiasis pulmonar puede ser primaria, debido a la aspiracion
bronquial; la forma secundaria se produce como consecuencia de una
diseminacion hematogena.'®

En el recién nacido, la infeccion pulmonar primaria se establece después
de la aspiracion del hongo a partir de la boca;'®?® los nifios con fibrosis quistica
estdn mas propensos a candidiasis pulmonar primaria, en comparacion con los
pacientes pediatricos sanos. Los factores predisponentes son el tratamiento
prolongado de antibioticos, el uso de esteroides y liquidos por via intravenosa.
Se ha informado de enfermedad pulmonar intrauterina mortal.*®

La candidiasis pulmonar primaria se presenta con tos, fiebre, sudoraciones
nocturnas, disnea, dolor toracico, pérdida de peso y produccion de esputo
gelatinoso mucoide y en algunas ocasiones sanguinolento.'?® En estos casos,
el hongo es observable en muestras de esputo. Candida spp puede causar
malestar grave, diseminacion y la muerte,?®

Haron y Mansur refieren en estudios separados, que la incidencia de
candidiasis pulmonar fluctia del 0.2-0.4% en pacientes con cancer; ésta

determinacion se basa en la evidencia histolégica de invasion parenquimal por
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Candida en autopsias realizadas en hospitales oncolégicos. De estos estudios,
el 53% se encontraba relacionado a la forma de candidiasis pulmonar primaria;
el 33% se determind que se debia la forma secundaria por diseminacion
hematégena y el resto, no se logré determinar la forma pulmonar.® Mansur
observé que el 75% de los pacientes relacionados con la forma primaria,
presentaban un grado minimo de invasion, lo que concuerda con estudios de
El-Ebiary, donde en el 80% de los pacientes de una Unidad de Cuidados
Intensivo (UCI) se aislé Candida spp, pero el grado de invasion era minimo. '

Los hallazgos radiologicos no son especificos, ya que se observa
engrosamiento hiliar y peribronquial, lo que puede simular una tuberculosis
miliar.'®?® En casos extensos, las lesiones se observan densas y lisas, afectan
generalmente todo el Idbulo, el cual puede presentar consolidacién completa.'®
Regularmente, se observan lesiones bronconeumaonicas en placas dispersas,
pero en los casos graves se desarrolla neumonia lobar.'?® Las lesiones son
labiles y las radiografias muestran aclaramiento y desarrollo en algunas areas.
Puede haber cavitacion del tipo observado en la bronquiectasia. Cuando estan
afectados en forma grave dos o mas lobulos, sobreviene la muerte por
insuficiencia respiratoria. '°

Existen algunos estudios que indican la frecuencia de candidiasis

pulmonar en pacientes inmunosuprimidos, en los cuales se observa una

frecuencia baja (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Frecuencia de candidiasis pulmonar secundaria en pacientes
inmunosuprimidos’® '

Referencia ‘Grupo especifico 'Fl"ec_uénciao/ Método de diagnostico
n o
Andersen & Fontana  Infiltrado pulmonar 0/450 0 Biopsia pulmonar
difuso

Crawford et al. T™MO 2/109 2 Biopsia pulmonar

Pannuti et al. TMO 3/55 5.5 Autopsia

Chandrasekar et al. TMO 0/56 0 Autopsia

Husian et al. TH 0/37 0 Autopsia

Mills et al. TR 2/193 1 Autopsia

Marchevsky et al. SIDA 0/70 0 Autopsia

Petri et al. uci 0/435 0 Biopsia pulmonar y otros
cultivos

El-Ebiary et al. uci 1/25 4 Inmediata biopsia pulmonar

postmortem

TMO, transplante de medula osea; TH, transplante de higado; R, _lransplante renal; UCI, unidad de
cuidados intensivos.,

La enfermedad pulmonar puede ser secundaria, por septicemia vy
diseminaciéon del microorganismo desde otros sitios. Los factores de riesgo
incluyen neutropenia, largos periodos de hospitalizacion, uso de multiples
antibioticos, catéteres venosos centrales, hiperalimentacion parenteral vy
esteroides. En estos casos, la diseminacion puede ser miliar. Estas infecciones
se presentan en las Ultimas etapas de enfermedades generalizadas y la
fungemia anuncia el término rapido y mortal. 2
Los pulmones generalmente muestran consolidaciones hemorragicas,

distribuidas en lesiones macroscopicas nodulares. Las lesiones son pequenos

microabscesos o areas necroticas que contienen levaduras y micelio que
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penetran los capilares, arteriolas y algunas pequefas arterias. La respuesta
inflamatoria depende de un adecuado conteo de células blancas. Se han
descrito nodulos subpleurales y vasculitis pulmonar necrotizante. En los
embolismos pulmonares, las arterias pulmonares pequefias y medianas
presentan trombos de pseudohifas y levaduras del género Candida.'® En el
estudio radioldgico, el torax muestra opacidades nodulares en forma de “bolas
de algodon” o rara vez cavitacion. La diseminacion hematogena da lugar a un
infiltrado micronodular que afecta ambos pulmones.”® La inoculacion

endobronquial resulta de una neumonia difusa o focal.'®

7.4  DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Debido a que algunas especies del género Candida, especialmente C.
albicans son comensales de las mucosas membranosas y generalmente
coloniza el tracto respiratorio de pacientes inmunodeprimidos, el aislamiento de
la levadura de cualquier espécimen obtenido del tracto respiratorio, incluyendo
el esputo, aspirado transtraqueal, LBA y cualquier tipo de cepillado, no es
diagnostico de una infeccion invasiva. La evidencia mas clara de la invasion

194546 gjiendo de

pulmonar se obtiene de una muestra por biopsia pulmonar,
utilidad las tinciones de Gomori Grocott, PAS y en menor grado, HE (Figura

12y
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Figura 12. Derecha: tincion de PAS de muestra pulmonar post-mortem,
donde se observan las pseudohifas y blastoconidias de C. albicans. lzquierda:

tincion de Gram de muestra oral con abundantes pseudohifas.

La utilidad que puede mostrar el procesamiento y cultivo de muestras de
esputo, es la tipificacion de levaduras del género Candida, ya que el esputo al

ser una muestra orientadora,*”*®

puede indicarnos alguna posible colonizacion
o infeccion mixta; el método mas rapidoo es el uso del Chromagar Candida, ya
que permite diferenciar las especies por la coloracion de las colonias.*®

El LBA (+) a Candida spp se relaciona con una colonizacién persistente,
sobre todo en pacientes intubados y con ventilacion mecanica,.®

Contrario a la mayoria de los reportes, Hernandez-Hernandez et al
indican una alta incidencia de candidiasis pulmonar, ya que realizaron un
estudio donde determinaron que el 71% de los pacientes con VIH o tuberculosis
pulmonar desarrollaron candidiasis pulmonar primaria o secundaria. El criterio
utilizado en este estudio, es el cultivo repetido de muestras de esputo y nimero

de unidades formadoras de colonias (UFC) en el primoaislamiento. Dicho

diagnoéstico es discutible, ya que en los pacientes inmunosuprimidos es
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frecuente la presencia de Candida spp en boca y eséfago, por lo que la muestra
de esputo solo puede considerarse como orientadora, mas no como
diagnostica. *'

En el caso de la forma diseminada, los hemocultivos Unicamente son
positivas en el 35-58 % de los casos de candidiasis diseminada.'®

Humphrey et al propuso una técnica inmunohistoquimica para detectar
antigenos manan de Candida spp, que presenta una sensibilidad superior a las
tinciones histologicas de rutina.’® En un estudio para la deteccion del antigeno
manan de Candida spp en suero mediante anticuerpos monoclonales, se
determind que el hemocultivo es el diagnostico mas confiable para su deteccion
y que el procedimiento es un método de diagnéstico, rapido, seguro, no invasivo
y confiable debido a su alta especific'rda-ud.52

Es importante determinar los factores de riesgo para la candidiasis
pulmonar, sobre todo en neonatos donde generalmente se observa en
productos prematuros: estrés respiratorio, sepsis perinatal, lesiones cutaneas
sugerentes de candidiasis cutanea, catéter vascular umbilical, intubacion
endotraqueal y la evidencia de colonizacion o infeccion en boca y tracto
respiratorio. En los adultos, los factores de riesgo incluyen la neutropenia,
largos periodos de hospitalizacién, uso de multiples antibidticos, catéteres
venosos centrales, hiperalimentacién parenteral, esteroides y colonizacion.
Este ultimo, después de la neutropenia, es el principal factor de riesgo para

desarrollar candidiasis pulmonar diseminada.™®
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7.5 ETIOLOGIA

Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas de 3-
7 um de diametro, que se reproducen por blastoconidios, forman pseudomicelio
y tienen capacidades de asimilacion y fermentacion de carbohidratos.?™°

En la mayoria de los casos de candidiasis, C. albicans se encuentra
presente. Las especies no albicans, pueden representar la flora normal de
areas cutaneas y mucocutaneas, siendo de patogenicidad limitada.®

En el cuadro 9 se indican las especies de Candida poco documentadas.

Cuadro 9. Especies del género Candida con reportes esporadicos®

C. viswanathii C. rugosa

C. claussenii C. sake

C. intermedia C. pulcherrima
C. lambica C. ciferri

C. macedoniensis C. chiropterorum
C. robusta C. ravautii

C. catenula

Es importante mencionar que el mismo cuadro clinico causado en la
candidiasis, también puede ser producido por otras levaduras presentes en el
humano, por lo que el diagnéstico especifico dependera del aislamiento e
identificacion del microorganismo en el cultivo.?®

C. albicans es la especie de mayor aislamiento en pacientes infectados por

el VIH?® Esta especie es un habitante normal del tubo digestivo y de las
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regiones mucocutaneas, por lo que regularmente se puede aislar en pequefas
cantidades de la boca de adultos sanos.'®?®

C. parapsilosis y C. krusei han sido aisladas de casos de endocarditis,
paroniquias y otitis externa.?®

C. tropicalis ha sido reconocida como el agente etiologico mas aislado de
candidiasis hematogena en pacientes inmunocomprometidos, ademas de
vaginitis, enfermedades gastrointestinales e infecciones pulmonares.?®

C. lusitaniae se ha aislado de casos severos de septicemia con
compromiso renal.*®

C. norvegensis se ha reportado como agente etiologico de peritonitis en un
paciente con dialisis peritoneal ambulatoria.?®

C. lipolytica ha sido identificada en algunos casos de fungemia, asi como
en infecciones traumaticas del globo ocular.®

C. krusei se ha observado en casos de endocarditis y vaginitis.?®

C. zeylanoides se ha logrado aislar de algunos casos de onicomicosis.?®
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8. CRIPTOCOCOSIS

8.1 DEFINICION

La criptococosis es una infeccion micotica de curso subagudo, cronico o
raramente agudo, causada por un hongo levaduriforme oportunista y capsulado
denominado Cryptococcus neoformans, aunque existen reportes de
infecciones causadas por C. albidus y C. laurentii.”'% 9?2255 | a5 variedades
clinicas de la criptococosis son: pulmonar, meningea, cutanea, osea y
diseminada.'® Existen pocos casos reportados donde se describen infecciones
cutaneas primarias.®%®

El género Cryptococcus es Unico entre los hongos patdogenos, ya que
produce una capsula mucinosa en tejidos y en cultivos.? En el hombre, la
infeccion primaria es generalmente pulmonar, debido a la inhalacion de la
levadura desecada (se cree que son basidiosporas, mas no levaduras), y tiende
a diseminarse hacia la piel, musculo, hueso, mucosas y visceras, con una alta
predileccion hacia el SNC.%'%%®

En la mayoria de los casos, la forma pulmonar es subclinica y transitoria,
pero en pacientes inmunocomprometidos puede tornarse diseminada y
altamente fatal.’

La criptococosis también ha sido conocida como torulosis, enfermedad de
Busse-Buschke, blastomicosis europea y enfermedad anunciante, siendo ésta

ultima, debido a que comunmente es la enfermedad anunciante de procesos
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debilitantes.*'??% E| mas comin de éstas, es el SIDA, seguido de
tratamientos prolongados con corticoesteroides, transplantes de o6rganos,

alteraciones hematologicas y sarcoidosis.>%

8.2 HISTORIA

El término de blastomicosis se usaba para designar cualquier infeccion por
levaduras en gemacion, por lo que los primeros reportes de criptococosis de
Europa denominaban a ésta infeccion como blastomicosis europea.?®

En 1894, Busse y Buschke, por separado, informaron del aislamiento de
una levadura capsulada proveniente de lesiones de tipo “gomatosas” y
“sarcomatosas” de la tibia de una paciente, la cual murioé tiempo después,
observandose diseminacion de la levadura en higado, pulmon, bazo, rifion y
hueso. Describieron al microorganismo como de naturaleza funga'i- y resistente
al hidroxido de sodio (NaOH), aislandolo en medio de arroz y ciruela. Busse la
denominé como Saccharomyces hominis y al padecimiento como
Saccharomycosis hominis. Posteriormente, se le denominé como neoformans
(causante de tumor o céancer). Sanfelice aislo del jugo de durazno una levadura
capsulada, denominandola Saccharomyces neoformans, con la cual causo
experimentalmente diversas lesiones en animales de laboratorio. '% 925

Vuillemin en 1901, revisé un caso de un paciente de Curtis, al cual se le
aisl6 una levadura proveniente de un tumor de la cadera y mediante cultivos

observé la ausencia de ascosporas, caracteristicas del género
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Saccharomyces, por lo que denomind al agente como Cryptococcus
hominis.'%'°?% Sanfelice aislé al mismo microorganismo proveniente de un
ganglio linfatico de un toro y en 1902, Frothingham aislé a la levadura de una
lesion pulmonar de un caballo. Por lo tanto, determinaron que la enfermedad se
puede presentar tanto en humanos como en animales.?

La relacién de la levadura capsulada con el cancer, fue postulada como
incitadora de neoplasias.”®

En 1905, Von Hansemann documento el primer caso de meningitis debido
a ésta levadura pero fue hasta que Verse en 1914, que se reconocid como el
primer caso de leptomeningitis en una mujer de 29 arios de edad.?*

Stoddard y Cuttler en 1916, denominaron errobneamente a la levadura
capsulada como Torula histolytica y T. neoformans, por lo que durante
mucho tiempo la enfermedad se conocié como torulosis o meningitis Torula.'®?
Hasta la llegada de la anfotericina B, el indice de mortalidad de la criptococosis
era del 80-90%. En 1950, se reconocié la infeccion de forma autolimitada,
debido a que en 1955, Baker y Hagen describieron focos pulmonares en
cicatrizacion en personas sanas. Por lo que, se han encontrado incidentalmente
criptococomas curados en necropsias sistematicas.?®

Benham en 1950, realizé un estudio de 27 cultivos de Cryptococcus spp,
concluyendo que solo existia una especie y sugirid que permaneciera la
denominacion de C. hominis. Lodder y Kreger-Van Rij en 1970, dieron

prioridad del nombre C. neoformans, actualmente aceptado.'®?*** El mismo

Benham, determind en base a su capsula, cuatro serotipos de C. neoformans:
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A, B, C y D. Existen dos variedades aceptadas: C. neoformans var.
neoformans (serotipos A y D) y C. neoformans var. gattii (serotipos B y
C) 210182653

En 1955, Emmons establecio el habitat sapréfito de C. neoformans var.
neoformans, reportando el aislamiento de microorganismos virulentos en

2,10,18,19.53

detritus de palomares y gallineros, recientemente se ha informado de

la asociacion de C. neoformans var. gattii con arboles de eucalipto.'®%%%
Kwong-Chung en 1976, demostré dos estados perfectos (teleomorficos)

correspondientes a basidiosporas en diferentes serotipos. Las formas

teleomorficas se  denominan  Fillobasidiella  neoformans y F.

bacillospora.>'%%%5:53

8.3 ANTECEDENTES CLINICOS

La criptococosis es la micosis mas frecuentemente asociada a pacientes
con SIDA, ya que se presenta la enfermedad en el 10 % de esa poblacion. Se
presenta como una complicacion en pacientes con infeccion por el VIH, con
cuentas de células CD4" < 200/ul.>* El Centro de Enfermedades Comunicables
de los Estados Unidos (CDC) incluye incluir a la criptococosislas como
marcadores de SIDA.* Sin embargo, la criptococosis también se puede
presentar en pacientes con diabetes, desnutricion, leucemias, sarcomas,

enfermedad de Hodgkin, corticoterapias, etc. Existen algunos reportes de
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pacientes que desarrollaron alguna forma clinica de criptococosis sin algun

factor predisponente aparente.’®

Los tipos clinicos de la criptococosis incluyen la variedad pulmonar,
sistema nervioso central, cutaneo y mucocutaneo, 6seo y visceral.”®

La infeccion primaria se presenta a nivel pulmonar; sin embargo, no se
observan signos radiologicos de la criptococosis pulmonar en pacientes con
VIH. ™

A pesar de que la via de entrada es aérea, la forma pulmonar es
excepcional; el paso del hongo por el pulmén es casi siempre subclinico y de
aqui se disemina al SNC, manifestandose como meningitis vy
meningoencefalitis, ya sea crénica o subaguda, con fiebre, cefalea, hipertension
endocraneana y en los casos graves, con rigidez de nuca y vomitos en
proyectil. A partir de los focos pulmonares y meningeos se puede diseminar a
diversos 6rganos y sistemas.*

Los animales, especialmente los gatos, pueden adquirir la criptococosis
pero no transmiten la infeccion a otros animales ni al hombre. Se ha reportado

casos adquiridos a través de un transplante de cérnea, rifion u otros érganos

solidos. La criptococosis es rara antes de la pubertad.®’

8.3.1 CRIPTOCOCOSIS PULMONAR

C. neoformans es el agente mas frecuentemente asociado entre

pacientes con SIDA y las infecciones pulmonares fungicas. *
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La criptococosis en el humano inicia por la inhalacion de las estructuras
fungicas dispersas en el aire, plantas y suelo; se cree que dichas estructuras se
encuentran sin capsula y desecadas, ya que debido al gran tamafo de las
estructuras capsuladas no tendrian la capacidad de atravesar las defensas del
sistema aéreo superior.’%®® Otra hipotesis indica que las basidiosporas del
estado teleomoérfico sean la forma infecciosa.>

Al llegar al pulméon se realiza el primocontacto pulmonar, que
generalmente se presenta de manera asintomatica o subclinica (95%),'%'%%
aunque existen reportes de pacientes con sintomatologia, la cual dependera del
estado del sistema inmunoldgico del paciente.'

La enfermedad se desarrolla principalmente en los lébulos superiores y
bilateralmente, aunque han existido casos unilaterales. '

Los sintomas de una infeccién leve son similares a los de un cuadro gripal,
el cual se acompana de tos, fiebre intermitente y dolor pleural; de acuerdo al
avance, la fiebre puede ser constante, con pérdida de peso, astenia, adinamia y
produccion de esputo mucoso o hemoptoico.'® ?° Después de la fractura de un
foco infeccioso erosionado, se presenta una fuerte secrecion de esputo
mucoide, coteniendo gran cantidad de estructuras fungicas.?® La criptococosis
pulmonar puede simular una neumonia por bacterias gramnegativas vy
tuberculosis miliar con sudoraciones nocturnas. En raras ocasiones se presenta
la formacién de criptococomas. '

En casos fulminantes, existe consolidacion pulmonar y fiebre alta,

originando el sindrome del malestar respiratorio del adulto (SARD).*®
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En los casos asintomaticos, el descubrimiento de infeccion en pequefias
lesiones, es a base de rayos X.'"?® No dejan antecedente residual de la
infeccion. Sin embargo, los focos pulmonares pueden resolverse por completo,
pero la infeccion puede persistir en forma de masa mediastinal, infiltrandose en
las vias aéreas y vasos dando un aspecto de neoplasia que avanza.?®

El 33% de los pacientes inmunocompetentes con criptococosis pulmonar
y asintomaticos, presentan nodulos pulmonares Unicos o multiples. SE ha
llegado a encontrar cavitacion y calcificacion de éstos nodulos.’ En pacientes
inmunosuprimidos, la enfermedad es mas severa, ya que la infeccion tiende a
diseminarse, encontrandose con mayor frecuencias cavitaciones vy
linfadenopatias. Los nodulos pulmonares iniciales en pacientes con SIDA
tienden a cavitarse, dificultando el diagnostico debido a la similitud con lesiones
provocadas por otras enfermedades, como la tuberculosis. La neumonia
criptococosica unilateral o bilateral, se observa mas frecuentemente en
pacientes con SIDA, lo cual puede conducir al SARD, que generalmente
provoca la muerte del paciente en un periodo de 2 dias.™

Vandepitte sefiala que la frecuencia del compromiso respiratorio en la
criptococosis asociada al SIDA son del 4-50%, debido a que C. neoformans
puede coexistir con otras infecciones pulmonares en pacientes con SIDA como
la neumocistosis, tuberculosis y las neumonias bacterianas. En enfermos
inmunocomprometidos o con patologias pulmonares previas, Unicamente la
observacion histopatologica de la invasion del parénquima pulmonar permite

confirmar el diagnéstico de criptococosis pulmonar.®*

65



En las placas radiograficas, el cuadro puede ser variable, pero en casos
pulmonares primarios se pueden observar infiltraciones similares a las
presentadas en la tuberculosis, posiblemente regresivas; lesiones solidas que
simulan neoplasias o abscesos pulmonares, que finalmente son masas de
levaduras que se desplazan hacia los tejidos del huésped, que al romper las
paredes bronquiales vy producir gran cantidad de esputo mucoide.
Generalmente la criptococosis no forma linfoadenopatias hiliares y no afecta el
mediastino.'%%

La infeccion pulmonar primaria puede permanecer localizada o estar
diseminada a otros organos, a pesar de que las lesiones pulmonares se
encuentren curadas.?® Cuando existen alteraciones en las defensas celulares,
especialmente de células mononucleares, el microorganismo se puede
diseminar por via linfatica y/o hematoégena, principalmente hacia el SNC, donde

afectan las meninges, nervios craneales, tallo cerebral y cerebelo.'®**

8.4 ETIOLOGIA

10,18,22

La criptococosis es una enfermedad cosmopolita, causada por un

hongo levaduriforme oportunista y capsulado denominado C. neoformans,

aunque existen reportes de infecciones provocadas por C. laurentii y C.

afbidus.z'10'18'19'22'25'53'55

La especie neoformans presenta tres variedades: var. neoformans, var.

gattij 207922265355 var  grubii,'® siendo ésta Ultima la variedad mas
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recientemente descubierta y objeto de estudios todavia tempranos, por lo que,
actualmente la mayoria de los autores reconocen solamente las dos primeras
variedades.”

La reproduccion asexual (anamorfa) de C. neoformans esta caracterizada
por la produccion de levaduras gemantes, que forman una capsula compuesta
de diversos polisacaridos. De los determinantes antigénicos de dicha capsula
se han determinado cinco serotipos: A, B, C y D. C. neoformans var.
neoformans esta compuesto por los serotipos A, D y AD; C. neoformans var.
gattii es integrado por los serotipos B y C.?10.18.19.22.26.53-55

La reproduccion sexual (teleomorfa) esta caracterizada por la produccion
de basidiosporas, siendo Filobasidiella neoformans el estado teleomarfico de
C. neoformans var. neoformans y F. bacillispora el estado perfecto de C.
neoformans var. gattii. El| género Fillobasidiella es un miembro de los
basidiomicetos, el cual presenta micelio hialino con hifas dicarioticas con
conexiones en pinza y un basidio alargado. La diferencia entre las especies, es
el tamano y forma de las basidiosporas. Hasta el momento, el estado
teleomorfico de ambas especies solo se ha encontrado in vitro, nunca

aislandose de infecciones naturales.?'%1922.26.53-55

C. neoformans var. neoformans se ha aislado de heces en palomares,
gallineros, aticos de edificios antiguos, etc; siendo la paloma y el pichdn
(Columba livia) los principales vectores de la distribucion y conservacion de ésta

variedad. A pesar de que estas aves estan infectadas, no desarrollan la
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enfermedad, ya que al parecer su alta temperatura corporal (40-42 °C) limita el
desarrollo y la virulencia del microorganismo. Existen teorias que mencionan
cierta capacidad de C. neoformans var. neoformans de asimilar los
compuestos nitrégenados, los cuales se encuentran en las heces de palomas
en altas concentraciones.'®'9%2265% Mientras que la levadura se encuentra en
estas condiciones, no desarrolla su capsula, pero al momento de instalarse en
el humano inicia su encapsulacion. Dicha situacion, parece indicar que la
capsula es el mayor factor de virulencia que presenta éste hongo. '018.19.22.26:53:55

Los criadores de palomas presentan la infeccion demostrada por las altas

concentraciones de anticuerpos, mas no desarrollan la enfermedad.?

C. neoformans variedad gattii (serotipos B y C) se encuentra asociada al
arbol Eucalyptus camaldulensis, siendo principalmente su aislamiento en etapa
de florecimiento de éstos arboles. E. camaldulensis, conocido como el arbol de
goma roja de Australia, se encuentra en regiones tropicales y subtropicales, por
lo que Australia, parte de Asia y el sur de California, son consideradas zonas
endémicas de infecciones provocadas por la variedad gattii. Los koalas y la
variedad gattii presentan una asociacidn muy similar a la de la variedad
neoformans y las palomas, ya que también presentan infecciones
criptococosicas al alimentarse del arbol del eucalipto y finalmente funcionan
como vector indirecto de la levadura. Recientemente, C. neoformans var. gattii

ha sido aislado de otra especie de eucalipto: E. tereticornis.®81922:26:33-55
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Los aislamientos de C. neoformans en el mundo pertenecen casi
exclusivamente a la variedad neoformans, aun en regiones donde la variedad
gattii se considera endémica.”® Esta situacion puede entenderse debido a que
demograficamente, E. camaldulensis se encuentra restringido a la zona de
Australia principalmente, aunque existen aislamientos esporadicos de C.
neoformans var. gattii en otras regiones del mundo por la exportacion de
semillas contaminadas. En cambio, las palomas se encuentran en casi todo el
mundo, por lo cual la variedad neoformans se encuentra con una mayor
distribucion. Se postula que C. neoformans var. gattii es mas patogénico,
pero la exposicion a C. neoformans var. neoformans es mas comun; por lo
tanto, se espera que el porcentaje de casos debido a éste ultimo sea mas alto
en pacientes que estén severamente inmunocomprometidos, tal como sucede
en aquellos que padecen SIDA.'018222653 En estos pacientes, el 80 % de las
infecciones son debidas a la variedad neoformans, siendo el serotipo A el
responsable del 80 % de los casos de Estados Unidos e Inglaterra.?

En cambio, la variedad gattii se encuentra mas relacionada con pacientes

inmunocompetentes.>®

8.5 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico principal de la enfermedad depende de la observacion del

microorganismo en muestras corporales, ya que C. neoformans no es saprofito
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del hombre. El cultivo de la levadura proveniente de una muestra de un espacio
estéril es considerado confirmatorio de las técnicas diagnosticas inmediatas.®

Las levaduras de C. neoformans son fragiles en frotis, por lo que se
deben realizar en montajes himedos; el examen directo con KOH no es (til
para la identificacion del microorganismo, ya que es faciimente confundible con
otras levaduras. En caso de expectoraciones, se recomienda tratarla
previamente con NaOH al 10% para realizar la digestion de la misma; cuando
se trabajan biopsias, se recomienda realizar una maceracion con solucion
salina y después KOH al 10%.%®

La técnica de rutina para la deteccion de levaduras capsuladas es por la
mezcla de la muestra bioldgica y una gota de tinta china o de la india, ya que a
base de un contraste negativo, el halo de la capsula es delineado por el
colorante y la levadura produce la refringencia tipica de éstas. (Figura
13).2192233 Mediante ésta técnica se detecta el 60 % de las infecciones.®® Con
la tincion de Gomori Grocott, previa fijacion de la muestra, se observan

levaduras encapsuladas, esféricas y oscuras.®

Figura 13. lzquierda y centro: Preparacion de tinta china de C. neoformans y su

capsula. Derecha: Tincién de Gomori Grocott de biopsia pulmonar. ®
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Otra técnica de utilidad es la Tincion de resaltado capsular (TRC), donde
la muestra fijlada al calor se le afiade fucsina basica por un minuto y
posteriormente se le afade la tinta china; a la microscopia se observa la
levadura tefiida de rosa-roja, con el halo transparente propio de la capsula y el
fondo de contraste en negro. La tincion de Mucicarmin es una técnica
establecida y de valor diagndstico para la identificacion de la capsula,'®®*
aunque la positividad varia de intensa a nula.”’

El crecimiento del hongo levaduriforme se realiza en medios de
Sabouraud e Infusion Cerebro Corazén (BHI), ya que el actidione inhibe el
crecimiento de las diversas especies del género Cryptococcus. El rango de
temperatura para su crecimiento es de 26-37 °C, aunque la temperatura de
crecimiento optimo es de 30 °C.2'" Las colonias son limitadas, mucoides,
convexas, de color blanco amarillento o en ocasiones un color rosa palido.>®
Microscopicamente, se observan células levaduriformes de 4-8 um de diametro
y una capsula que llega a medir hasta 20 um, donde rara vez se observan
pseudohifas.'®

Para evitar confusiones con el crecimiento de especies del género
Candida, se utiliza el medio de cultivo selectivo para C. neoformans, a base de
semillas de alpiste negro (Guizotia abyssinica), ya que genera colonias con
pigmento marrén, que son especificas para éste geénero, debido a que
transforma el acido cafeinico que contiene la semilla, en un compuesto similar a

la melanina.?'%%°
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La prueba inmunologica de eleccién es la determinacion antigénica
mediante aglutinacion de latex (DACAD), que es una prueba sencilla y sensible
hasta en el 95 % de los casos. Se han detectado cruces con el factor
reumatoide, que se elimina con el uso de enzimas, ademas de otros cruces con
hongos como Trichosporon cutaneum. *°%%6081
Helou et al ** determino que el aislamiento de C. neoformans de muestras

del aparato respiratorio indicada en el Cuadro 10, puede orientar hacia una

criptococosis diseminada.

Cuadro 10. Resultados de estudios micolégicos efectuados™

Muestra clinica Técnica Tinta china (+)  Cultivos (+) DACAD (+)
Esputo. Centrifugacion 79 ~ NR
~ LBA  Centrifugacion 5 EA 6 -

NR= NO REPORTADO.

La histopatologia es util para casos cutaneos o confirmar el diagnéstico de
necropsias, donde existe un proceso inflamatoria minimo y las levaduras toman

los colorantes de las tinciones de PAS y Gomori Grocott.™
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9. MUCORMICOSIS

9.1 DEFINICION

La mucormicosis es una infeccion producida por hongos oportunistas del
orden Mucoral, dentro de la clase de los Zigomicetes.'"'*?® La forma clinica
mas observada es la rinocerebral, aunque también existe la forma pulmonar,
cutanea, gastrointestinal y diseminada.'®

Aungue se ha llegado a utilizar el término zigomicosis, esta denominacion
abarca otros microorganismos incluidos en el orden Entomoftoral, por lo que la
denominacion correcta para la infeccion producida por microorganismos del
orden Mucoral es mucormicosis. '

La mucormicosis es una infeccién poco frecuente tanto en animales como
en el humano.?® Estos hongos oportunistas provocan infecciones respiratorias
en pacientes inmunocomprometidos o debilitados, cursando con trombosis,
invasion de vasos sanguineos e infartos,’® lo cual se traduce en una alta
mortalidad y cierta resistencia a la terapia antifingica.’®

La infeccion en el ser humano se observa principalmente en pacientes con
cetoacidosis metabolica, inmunosupresion o traumatismos. La principal via de
entrada de los mucorales es por la inhalacion de conidios suspendidos en el
aire, ademas de la via oral y cutanea.'® En los animales, la infeccion se asocia

al hacinamiento, la ingesta de alimentos contaminados, ocasionando la

73



penetracion gastrointestinal y la inhalacion de altas concentraciones del

hongo.*®

9.2 HISTORIA

Existen reportes de hace mas de 100 afos de infecciones provocadas por
Zigomicetes, aunque eran inexactos y esquematicos, por lo que algunos
autores los clasificaban causados por Aspergillus spp. El primer caso en
humanos fue reportado por Sotyer en 1847, resultando en una mucormicosis
pulmonar en una antigua cavidad en pulmoén, aunque ésta fue confundida con
aspergilosis.'®®> En 1855, Kurchenmeister describi6 el primer caso de
mucormicosis pulmonar en un paciente con una antigua lesion cancerosa y
mediante esquemas que representan esporangios e hifas no tabicadas,
denominé al microorganismo como Mucor.?® Furbinger en 1877, reportd dos
infecciones pulmonares.'®*%? En 1885, Paltauf reportd un caso de
mucormicosis gastrointestinal diseminada y aunque no se obtuvieron cultivos,
denominé al agente como M. corymbifera (actualmente Absidia corymbifera).
Lindt en 1886 describio dos especies mas que afectan al hombre, a las cuales
denomind M. pusillus (Rhizomucor pusillus) y M. racemosus, mientras que en
un estudio con conejos, Lichtheim en 1884, describid dos especies patégenas,
a las cuales denominé M. corymbifera (Absidia corymbifera) y M.

rhizopodoformis (Rhizopus rhizopodoformis).?®
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En 1943, Gregory describio los tres primeros casos de mucormicosis
rinocerebral 23

Naerme y Rayner hasta 1960, reportaron 25 casos de mucormicosis
gastrointestinal, principalmente en pacientes desnutridos con ingesta de
alimentos contaminados.?

En la actualidad, la mucormicosis es una de las 4 micosis mas comunes a
las que se expone el paciente inmunocomprometido, solamente antecedido por
la candidiasis, aspergilosis y criptococosis, debido al aumento de

inmunocomprometidos. #%%°

9.3 ANTECEDENTES CLINICOS

Las especies del orden Mucoral son saprofitos del suelo, materia organica
en descomposicion, frutas y semillas diversas.'®'9?°5455 En e] hombre es un
saprofito que existe en el 3 % de las personas inmunocompetentes.®® Las
especies patbgenas para el hombre, principalmente Rhizopus spp, tienen la
capacidad de crecer rapidamente en cualquier medio con carbohidratos,
produciendo numerosas esporangiosporas, las cuales favorecen su rapida
dispersion en el medio ambiente. Esta propiedad y su capacidad de ser
termotolerante, ubican a Rhizopus spp como el principal agente de la
mucormicosis en el hombre.'®

Los factores predisponentes para la mucormicosis indicados en la

literatura son: cetoacidosis metabdlica descompensada, linfomas, leucemias,

75



inmunosupresion inducida por farmacos, transpiantes de 6rganos sélidos y con
una menor importancia la desnutricion, prematurez, dafos renales,
quemaduras, etc.”® En los ultimos diez afios han surgido reportes de pacientes
con SIDA'®'9%? y heroinomanos que desarrollan mucormicosis, ademas de
algunos casos de pacientes sin factores predisponentes. '

La predileccion de los mucorales por los pacientes con cetoacidosis
metabodlica descompensada no esta clara, pero algunas teorias indican que el
desarrollo 6ptimo de estos hongos es a un pH acido y a una temperatura de 39
°C, ademas de su rapido crecimiento en un medio rico en glucosa (es
sacarolitico y lipolitico) y la presencia de un sistema activo de cetorreductasa,
condiciones que se cumplen en la interaccion del paciente diabético
descontrolado y el hongo del orden Mucoral.'®?® En sueros de pacientes sanos
se ha encontrado un factor que inhibe el crecimiento de los mucorales, pero en
pacientes con cetoacidosis metabolica descompensada la actividad del factor
sérico fungistatico disminuye debido al pH &cido, por lo que al corregir la
cetoacidosis se presenta la actividad sérica fungistatica de dicho factor.™

Existen 5 formas clinicas de mucormicosis: rinocerebral, pulmonar,

gastrointestinal, cutanea y diseminada,'%19.26:6267

9.3.1 MUCORMICOSIS PULMONAR

La mayoria de los casos de mucormicosis pulmonar se presentan en

pacientes con leucemia o linfomas con neutropenia severa y terapia esteroidea
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por via oral.'®'¥?% Tambpién se han presentado casos de infecciones en

191925 anemia aplasica, transplantados renales, recién

pacientes con diabetes,
nacidos y prematuros, ademas de pacientes sin deficiencia inmunologica
aparente.'®® En los Ultimos afios se han reportado pacientes infectados con
VIH que han desarrollado mucormicosis pulmonar. La mucormicosis pulmonar
en pacientes granulocitopénicos es similar a la asperg'tlr:)sis,19

La mucormicosis pulmonar por lo regular es primaria, pero en algunas
ocasiones es secundaria de casos rinocerebrales o diseminados.'%?% |a
infeccion se inicia por la inhalacién de esporas del medio ambiente,
progresando hacia la invasion de las paredes bronquiales y el tejido
peribronquial, provocando trombosis e infarto pulmonar. Generalmente, la
enfermedad se presenta inicialmente como bronquitis o neumonia inespecifica.
La sintomatologia mas comun es fiebre, tos con expectoracion, disnea y dolor
toracico.'?®%2%%  puyede presentarse hemoptisis potencialmente fatal,
especialmente en pacientes trombocitopénicos, ademas de la erosion bronquial,
fistulas broncopleurales y masas endobronquiales.’®?%%¢

A partir de focos pulmonares, es posible que exista diseminacion
hematégena hacia cerebro, intestino y la piel.'®®? Los mucorales son capaces
de invadir el diafragma, pericardio y miocardio, pero raramente involucran la
traquea y causan obstruccion aérea.’®

En las placas radiograficas no se observan datos patognomonicos,

Unicamente indicando bronconeumonia inespecifica, consolidacion lobular o

segmental, formacion de cavitaciones e infartos.'®?%%2 por medio de la TACAR
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se pueden llegar a observar un mayor numero de nodulos pulmonares, areas de
atenuacion central sugerentes de necrosis y formacion de bolas flungicas
similares a los observados en el aspergiloma.'®'#2%%97% | os hallazgos clinicos y

radiolégicos mas frecuentes se detallan en el Cuadro 11.

Cuadro 11 . Hallazgos comunes de mucormicosis pulmonar?

Bronconeumonia inespecifica Hemoptisis

Consolidacion lobular o segmental Diseminacion a otros drganos -
Formacion de cavitaciones ~ Trombosis e infartos

Formacion de bolas fungicas Invasion de pericardio y miocardio

Invasion vascular pulmonar
El prondstico de la infeccion es desfavorable, con una mortalidad del 68-

10,2669

80% de los casos y generalmente progresa rapidamente, aunque existen

reportes de casos cronicos.'®?°
Los agentes etiologicos mas aislados son Mucor circinelloides y Morteriella

corymbifera, seguida de algunas especies de Absidia y Rhizopus arrhizus.'**®

9.4 ETIOLOGIA

Los Zygomycetes son un grupo de hongos que incluyen 6 ordenes, de los

cuales solamente 2 son de interés patologico: Mucoral y Entomoftoral. El orden
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de Mucoral estd compuesto por 11 familias, siendo Unicamente 5 de interés

patolégico y se indican en el Cuadro 12,

Cuadro 12. ZIGOMICETES DE INTERES PATOLOGICO PARA MUCORMICOSIS
(*especies frecuentemente aisladas)™

Clase Orden Familia Género Especie
oryzae"
Rhizopus - arrhizus®
rhizopodimorfis
~ stolonifer
Mucoraceae Mucor circinelloides
 ramosissimum
Zygomycete  Mucoral Rhizomucor pusillus
miehei
Absidia corymbifera
* Mortierellaceae Mortieriella wolfii
Saksenaceae  Saksenaea vasiformis
Syncephalatraceae  Syncephalastrum sp*
Cunninghamelaceae ~ Cunninghamella ~  elegans*

Los mucorales son capaces de reproducirse de manera sexuada y
asexuada, siendo ésta ultima, a base de esporangiosporas, la forma util para su
tipificacion.”® La macromorfologia es similar entre el género, por lo que se
requiere su revision micromorfologica para su identificacién, la cual se indica en
el Cuadro 13. Los mucorales presentan hifas macrosifonadas gruesas,

cenociticas con  esporangios, que contienen gran cantidad de

esporangiosporas. '’
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Cuadro 13. Micromorfologia de las principales especies causantes de

mucormicosis '’

Género Rizoides Columnela  Esporangio Esporangiosporas
‘Rhizopus  Grandesy  Ovoide Redondode  Redondas
nuMmMerosos 100-200 um
~ Mucor Nopresenta  Ovoide  Redondo de Redondas
20-80 um
- Absidia = Escasosy  Pirforme  Redondo de Redondas
pequenos 10-70 um
Cunninghamella Nopresenta  Ovoidey  Redondode Piriformes internas
pequena 20-50 um y externas

Las especies de la clase de Zigomicetes son aerobios y termotolerantes;
sin embargo, existen algunas especies termotolerantes con virulencia

demostrada unicamente en infecciones experimentales.

Rhizopus arrhizus, también denominado R. oryzae, es responsable del
60% de los casos de mucormicosis y del 90% de la variedad rinocerebral.?®

Rhizopus rhizopodoformis, es responsable del 10-15% de mucormicosis
en el hombre, siendo principalmente de tipo cutanea y gastrointestinal. Es el
segundo agente mas frecuentemente aislado responsable de mastitis bovina,
enfermedad gastrica y aborto micotico.?®

Rhizopus microsporus, es virulento en infecciones experimentales; sin

embargo, solo se ha comprobado en infecciones naturales en canarios.”®
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Absidia corymbifera, es el segundo agente mas frecuentemente aislado
causante de mucormicosis en el hombre y el agente responsable del mayor
nimero de infecciones en animales de granja, mamiferos y aves, ademas de
provocar el 2 % de abortos micoticos.?®

Absidia halospora, es termotolerante y patégena para ratones, aunque
no se ha aislado de infecciones naturales.?®

Rhizomucor pusillus, ha sido poco reportado como causante de
enfermedad en el hombre, aunque Palacio - Hernandez reportaron 3 casos de
pacientes leucémicos con la variedad rinocerebral. A menudo se ha aislado de
lesiones cutaneas y endocarditis. En los animales, es uno de los principales
agentes que provocan aborto micético.?®

Mucor circinelloides, junto con otras especies del género Mucor puede
tomar forma de levadura en condiciones especiales de cultivo y también se ha
observado de ésta forma en orina y heces provenientes del hombre. Se ha
aislado también de pajaros, ganado vacuno y porcino, ademas del hombre,
aunque es un oportunista raro para éste Ultimo.*

Morteriella wolfii, es causa ocasional de neumonia y de aborto en
bovinos, siendo incluso la causa mas frecuente de aborto micotico en Nueva
Zelanda. No hay pruebas de infecciones en otros animales y el hombre, aunque
Emmons publico el aislamiento de especies de Morteriella proveniente de una
ulcera cutanea; sin embargo no proporciono datos complementarios. e

Cunninghamella bertholletiae, ha sido aislada de nueve casos con

inmunosupresién severa que mostraron invasion vascular progresiva y agresiva,
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trombosis e infarto tisular, que generalmente tiene un término fatal a pesar de la
terapia antifingica agresiva y reseccion quirtrgica.'®?® Existen reportes de C.
elegans, que se han reconsiderado como causados por C. bertholletiae.”® Esta
especie afecta principalmente a pacientes que presentan |i—talasemia,’9
Saksenaea vasiformis, fue descrito por Saksena en 1953 proveniente del

suelo y existen reportes de su aislamiento de lesiones cutaneas.”

9.5 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE MUCORMICOSIS PULMONAR

No se encontraron reportes donde se evalue la sensibilidad y especificidad
de las muestras; posiblemente se deba a que la mucormicosis es de curso
agudo y frecuentemente fatal.

Los datos clinicos y radiologicos son fundamentales para el diagnostico,
los cuales junto con el examen directo y estudio histopatologico permiten
realizar el diagnostico de mucormicosis. El cultivo Gnicamente permite identificar
el agente etiologico. '’

El estudio micoloégico se realiza principalmente con muestras de
secreciones nasales, esputo, fragmentos de tejido necrotico, aspirado de senos
paranasales o fragmentos de piezas postoperatorias.?

El examen directo de las muestras se realiza comunmente con KOH al
10% o solucion de Lugol, en el cual se observan hifas largas y anchas de 10-20
um de diametro, hialinas, dicotomicas, cenociticas con contornos irregulares y

paredes gruesas."* por lo cual ésta imagen se considera patognoménica. '’
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Cuando se remite una biopsia y se procesa con tinciones histopatologicas,
se observa la presencia de trombosis capilar e hifas en la luz de los vasos o en
las lesiones. Las hifas son largas y gruesas, con pocos o ningun tabique. En
ocasiones se pueden observar clamidoconidas de 15-30 um de diametro y en
ocasiones, material eosindfilico rodeando las hifas (Figura 14). Las tinciones
que resaltan adecuadamente las estructuras son las de Gomori Grocott y

PAS.mQ?

Figura 14. Tincion H & E: Abundantes hifas cenociticas, macrosifonadas

provenientes de muestras pulmonares. ®

Las muestras de tejido pulmonar deben procesarse por técnicas de rutina
para hongos, siendo de mayor utilidad la tincion argéntica de Gomori Grocott y
HE.? Los mucorales se observan de manera idéntica en los tejidos: hifas
anchas y largas, cenociticas, hialinas, dicotomicas e invadiendo grandes vasos
sanguineos, los cuales se observan como grandes areas de necrosis e infartos,

rodeados de un gran nimero de neutréfilos. ™
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Los cultivos se realizan en medios sin cicloheximida y se incuban a
temperatura ambiente y todos crecen a 37 °C, con excepcion de M.
circinelloides.”?> En general, el crecimiento de éstos hongos es rapido,
lograndose observar pequefas colonias elevadas a las 24 horas de incubacion.
El cultivo se debe realizar repetidamente y la importancia de éste, es corroborar
el diagnostico e investigar el agente etiologico, ya que los hongos del orden

Mucoral son contaminantes del laboratorio. °
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10. ESPECIMENES

Los pulmones y las vias que permiten la entrada y salida de aire del
organismo forman el aparato respiratorio, el cual se divide en vias respiratorias
inferiores y superiores; estas Ultimas consisten en las cavidades nasales,
nasofaringe y laringe, mientras que las vias inferiores consisten en traquea y
pulmones.”!

El diagnéstico de las micosis pulmonares se basa en la observacion de
estructuras fungicas en muestras biolégicas y su cultivo, por lo que la seleccion
de la muestra es vital para el diagndstico veraz y oportuno.’® A continuacion se
realiza una descripcion de las diferentes muestras de origen respiratorio, asi

como los reportes de los estudios en la literatura consultada.

10.1 ESPUTO

El esputo es la secrecion producida por los bronquios y pulmones como
respuesta a un agente nocivo y se obtiene del conducto respiratorio inferior
(bronquios y pulmones). El esputo es expulsado por la boca a traves de la tos,
pero se origina en las vias respiratorias inferiores. Es importante mencionar que
la saliva producida por las glandulas salivales de la boca, no es esputo.’?7?

La composicion quimica del esputo es aproximadamente del 95% de agua

y 5% de solidos, entre los cuales sobresalen los carbohidratos, proteinas,
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lipidos y acido desoxirribonucleico (ADN); éste ultimo, proviene de restos de
leucocitos, macrofagos y células del epitelio bronquial.”

Después de la tos, la expectoracion es el sintoma mas relevante en las
afecciones respiratorias.”

Una muestra se puede identificar como esputo en el examen microscépico
por la presencia de células con polvo (macrofagos cargados con polvos de
carbon), principalmente provenientes de pacientes de zonas industrializadas.”

Virtualmente, las vias respiratorias bajas se mantienen estériles debido a
dos mecanismos: el sistema macrofago alveolar y el mucociliar.”

El sistema mucociliar proporciona un método mecanico para eliminar los
organismos inhalados y una actividad antimicrobiana en las secreciones del
moco a traves de IgA e lisozimas, ademas de pequefias cantidades de 1gG e
IgM.”™  La eliminacién mecanica depende del adelgazamiento de la luz
bronquial que produce un vector de fuerza dirigido hacia el diametro mayor,
ademas del movimiento rapido y constante de los cilios que transportan el
esputo desde los bronquios hasta la orofaringe.”"®

El esputo se contamina con restos celulares, secreciones nasales, saliva y
biota bacteriana normal debido a su paso por las vias respiratorias altas, por lo
que se necesitar el aseo bucal previo para disminuir la contaminacién.” Las
muestras idoneas son obtenidas en las primeras horas del dia, ya que
representan las secreciones acumuladas durante la noche.”’® El volumen de la
expectoracion dependera del padecimiento y del tiempo de las lesiones.”® Para

los pacientes incapaces de producir esputo espontaneamente, se tiene la
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opcion de inducir la expectoracion, donde se promueve un aumento en el flujo
de secrecion bronquial y una estimulacion de la tos.'® Entre los factores mas
populares se encuentra el cloruro de sodio (NaCl) al 10% vy los aerosoles de
agua destilada o esterilizada. EIl propilenglicol al 10%, suele afadirse al
disolvente salino para aumentar la penetracion y minimizar la evaporacion de
las particulas.”® Uno de los inductores mas ampliamente usados en la
actualidad es la acetilcisteina, combinada con un broncodilatador. Este farmaco
y otros de la misma familia actian rompiendo los enlaces disulfuro que
contribuyen a mantener la estructura en gel del moco. Fishman et al, refieren
que el uso de inductores de expectoracion no aumentan la sensibilidad de la
muestra para la deteccion de hongos, por lo que Unicamente permiten la
obtencion de una muestra mas representativa que una muestra obtenida
espontaneamente.”®

La muestra de esputo debe ser recogida en un recipiente claro, estéril y
con tapa; el clinico valorara si es verdaderamente esputo o sélo saliva; las
muestras no deben refrigerarse, permitiendo la viabilidad de los
microorganismos.”?

Al esputo se le estudian varios caracteres, entre los que resaltan: la
cantidad, debido a que algunas enfermedades como las cavitaciones estimulan
la sobreproduccion de secreciones; otra caracteristica a estudiar es la
viscosidad.”” La consistencia depende de la estructura molecular de las
proteinas, cantidad de fibrina y del grado de hidratacion.” "

La coloracion macroscopica de la muestra de esputo se clasifica en:
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« Mucosa o perlada: es la muestra transparente y liquida.'>"*"

» Purulenta: de coloracion verde, que contiene gran cantidad de piocitos
en suspension. '#737®

* Mucopurulenta: es la muestra purulenta mezclada con secreciones
mucosas de color amarillo verdoso o totalmente amarilla. '>7%7°

e Hemoptoica: es aquella muestra con estrias rojas o completamente de
color rojo, debido a la presencia de sangre.”*"®

e Antracotica: es la muestra de color negro que contiene en suspension

diferentes tipos de polvos, inclusive depositos de nicotina. '5737°

La hemoptisis se define como la expulsion de sangre proveniente de vias
respiratorias inferiores, acompanada de tos y que posteriormente deja esputo
hemoptoico. La hemoptisis se clasifica en ligera, mediana, grave o masiva. Las
complicaciones mas importantes de la hemoptisis son la asfixia, la diseminacién
infecciosa a otros territorios del arbol respiratorio y el choque.’

Una vez realizado el examen macroscopico, una fraccion de la muestra se
transfiere a un portaobjetos limpio y se afnade unas gotas de KOH al 10-20%,
permitiendo su digestién. Para la deteccion de C. neoformans se recomienda
realizar la técnica de tinta china para el examen directo. Asimismo, se puede
realizar alguna tincion, Gram o Giemsa, para su posterior revision
microscopica.”® Si se observan estructuras fungicas en el esputo, se puede

ahorrar tiempo valioso en el diagnéstico tanto para el clinico como para el
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m'tcrobi()logc).M Los hongos se encuentran generalmente en forma de pequenas
estructuras de aspecto amarillo grisaceo y mas densos que el esputo que los
rodea. Si no se detectan estructuras flngicas, habitualmente se realizan
técnicas para la exclusion del moco por homogeneizacion y centrifugacion,’’®
aungue nunca se debe cultivar el concentrado, ya que este procedimiento
destruye los hongos. Se recomienda que cualquier determinacion al
microscopio sea confirmada por el cultivo.”

Una fraccion de la muestra no procesada se siembra en medios de cultivo
de Sabouraud y con antibiéticos (Mycosel).”® Cerca del 50% de las muestras

remitidas se encuentren contaminadas con secreciones orofaringeas, por lo que

se tiene que interpretar con mucho criterio los cultivos.”™

10.2 METODOS BRONCOSCOPICOS

La broncoscopia es el procedimiento que consiste en la inspeccion vy

manipulacion directa de las ramas principales del arbol
o1 16.73,76,77 x . P

traqueobronquial. De ésta forma, se aborda directamente la traquea y
bronquios principales de un nifio o adulto; segun el tamarfio del paciente y del
instrumento son accesibles los bronquios del l6bulo inferior, los orificios de los
l6bulos superior y medio.”® 7878
La exploracion permite conocer el estado de las mucosas y estructuras

pulmonares, presencia de secreciones que se aspiran para su estudio, ademas

de que permite tomar biopsias con pinzas especiales, que frecuentemente
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dejan como secuela esputo hemoptoico.”™ La broncoscopia también permite
localizar cuerpos extrafios y el origen de secreciones hematicas o purulentas.”

En 1904, Chevalier Jackson disefio el primer broncoscopio, a base de un
tubo rigido y hueco con una bombilla en su extremo distal.’®’® Debido a la poca
tolerancia al procedimiento por parte de los pacientes se disefiaron los nuevos
broscoscopios de fibra optica denominados fibrobroncoscopios, los cuales
reunen caracteristicas atiles para el especialista como su pequefno diametro de
5 mm, gran flexibilidad, extenso campo de vision y la posibilidad de manejarlos
desde el exterior.”*"*8°

El fundamento del fibrobroncoscopio, lo constituyen las fibras elasticas de
vidrio de 5-10 um, de las cuales se hacen paquetes de 100,000 filamentos
independientes; dentro de éstos paquetes, existen grupos de filamentos
separados, los cuales pueden transmitir la imagen, la iluminacion o realizar la
toma de muestras.”>”*"® Es importante recalcar que el fibrobroncoscopio posee
una via aérea para mantener la respiracion y oxigenacion adecuada.”

El procedimiento se realiza previa anestesia local
orofaringolaringotraqueal,  principalmente con tetracaina, xilocaina vy
diclonina.'®’® En el caso de los nifios, este estudio es capaz de desecandenar
edema de la glotis, por lo que debe realizarse con anestesia general, dentro de
un lapso minimo y no traumatizante para su realizacién.’>7>76.78.79
La técnica, inicia con la introduccion del fibrobroncoscopio por via nasal u
16.73.79.80

oral, siendo la primera, mejor tolerada por ser menos traumatizante,

ademas la anestesia es mas sencilla, limitandose a la instilacion de lidocaina
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nebulizada por un orificio nasal para permitir el paso del instrumento hasta la
nasofaringe; desde ahi, los anestésicos se van introduciendo a través del
mismo canal del fibrobroncoscopio. A partir de la carina, el fibrobroncoscopio se
desliza hacia cualquier de los dos bronquios principales y terminando su
recorrido en la entrada de los bronquios segmentarios.”>"® La exploracion
normalmente tiene una duracion de 12-15 minutos y finaliza con la obtencion de
secreciones bronquiales o de biopsias. "**

Las secreciones pueden obtenerse directamente a traves del
fibrobroncoscopio, mediante la aspiracion por su canal. En otras ocasiones, se
obtienen a través de un catéter introducido selectivamente.’*%

El LBA se realiza al se introduce solucion salina dentro de las porciones
distales del pulmoén para remover las secreciones alveolares, para que
finalmente se extraiga la muestra a un recipiente estéril.”>®

Cuando es necesario obtener muestras no contaminadas, se utiliza un
cepillo protegido dentro de un doble catéter, que se introduce con las maximas
medidas de esterilidad a través del canal del fibrobroncoscopio.®

Es posible, mediante una aguja obtener por aspiracién, material
procedente de tumoraciones ubicadas fuera de la luz de los bronquios.®

Las biopsias bronquiales se obtienen mediante pinzas introducidas a
través del canal fibrobroncoscopico y bajo control visual. Cuando se requiere la
obtencién de muestras del parénquima pulmonar, puede introducirse la pinza de
la biopsia por uno de los orificios hasta que alcance los bronquiolos

terminales.®
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Las complicaciones de la broncoscopia son la hemorragia después de la
toma de biopsia, hipoxemia, perforacion del conducto aéreo, edema de la glotis
y cuerdas vocales, ademas de la posible obstruccion de las vias aéreas

superiores.”®"®

10.2.1 LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

El lavado broncoalveolar (LBA) es un método simple y seguro que permite
obtener informacion de los componentes celulares y solubles que se encuentran

%081 ge basa en la remocion de secreciones

en el espacio broncoalveolar.
bronquiales por medio de una solucion salina, a través del fibrobroncoscopio.®?
El LBA es util para establecer el diagnostico de cancer, infecciones
oportunistas, neumonias primarias, asi como neumonias secundarias a
enfermedades cronicas, enfermedades pulmonares intersticiales,
enfermedades granulomatosas, entre otras.®

El LBA no es absolutamente representativo de lo que sucede en el
parénquima pulmonar y no ha podido sustituir a la biopsia pulmonar; sin
embargo, es de gran ayuda en el estudio de las secreciones bronquiales,
diagnostico y evaluacion clinica de las enfermedades pulmonares intersticiales
difusas.®"®*® E| procedimiento del LBA es til en pacientes que no expectoran,
ya que permite obtener una muestra para cultivo microbiano, lo que ayuda para

realizar el diagnostico, seguimiento y tratamiento de enfermedades pulmonares

intersticiales difusas. ®'
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El procedimiento del LBA es el siguiente:

a.

Treinta minutos antes del procedimiento se premedica al paciente via
oral con 1 mg de atropina y 5 mg de diazepam®'® o meperidina.®?
Posteriormente, se anestesia la cavidad bucal y nasofaringea en
forma local con lidocaina nebulizada al 4 % y se instilan 3 ml del
mismo anestésico en la laringe.”’®

El fibrobroncoscopio se inserta transnasalmente, pasandose a la
hipofaringe; la punta del fibrobroncoscopio se introduce a través de un
subsegmento a nivel de un bronquio de la 42 a 52 generacion ® y se
instilan 15 ml de lidocaina al 1 % a través del fibrobroncoscopio.®*8'"#
Después de la inspeccion general de la via aérea se aspiran las
secreciones bronquiales y se selecciona el segmento apropiado.
Generalmente se elige el Iébulo superior derecho o medio, ya que
facilita la maniobra del fibrobroncoscopio y existe una mayor
recuperacion del fluido que en los lébulos inferiores.®'#

Se procede al lavado, inyectando y aspirando repetidamente con una
jeringa a través del canal del fibrobroncoscopio, una solucién salina
estéril, en alicuotas de 50 ml con un indice de 5 ml por segundo®
hasta completar 200 ml.%*8*® | a solucion debe estar a 37 °C para
aumentar el rendimiento y recuperacion celular. No debe succionarse
fuertemente, ya que puede producirse un colapso de la via aérea

distal, lo cual afectaria el volumen recuperado y la viabilidad

celular.®'®
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f. Finalmente, el liquido extraido debe colocarse en recipientes de
plastico o de vidrio siliconado para evitar la adherencia de los
macrofagos alveolares al vidrio.®

g. Durante todo el procedimiento se debe proporcionar oxigeno
suplementario a través de una canula nasal debido a la hipoxemia

transitoria que puede presentarse.?'

Se debe desechar la primera fraccion del liquido recuperado, debido a que
representa mas un lavado bronquial que alveolar, posiblemente contaminado
por células epiteliales bronquiales. ®

Generalmente se recupera el 50-70% del volumen instilado®08183
P

y una
recuperacion <20% no se considera representativa.’’ La informacion obtenida
con 100 ml del liquido del LBA parece ser similar a la obtenida con 250 ml, ya
que se estima que 100 ml de liquido del lavado de un segmento bronquial
representa alrededor de 10° alvéolos.®® El LBA debe realizarse antes de una
biopsia transbronquial, ya que podria alterar la composicion con componentes
sanguineos. Las complicaciones son raras e incluyen fiebre transitoria en el 2-
50% de los pacientes, mialgias y dolor pleuritico.®"#

El procedimiento de LBA no debe realizarse en pacientes con cardiopatias
no controladas, con infecciones bronquiales por el riesgo de su diseminacion al
parénquima pulmonar,® alteraciones en la tension arterial y se debera ejercer
precaucion en aquellos pacientes que presenten hiperreactividad de la via

aérea como asma y bronquitis cronica.?%%
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La especificidad del LBA depende del tipo del hongo, ya que el aislamiento
de Cryptococcus spp o Histoplasma spp es patognomaonico de la infeccion. La
sensibilidad de las muestras del LBA para Cryptococcus spp es del 70%,
mientras que el aislamiento de Aspergillus spp es mas problematico, dado que
puede estar Unicamente colonizando, siendo diagnéstico definitivo la histologia.
Khan et al., reportaron que la deteccion de hifas de Aspergillus spp en el LBA
posee una sensibilidad del 50% y una especificidad del 97%. Stover et al.,
utilizando el radioinmunoensayo para detectar antigeno aspergilar en muestras
de LBA, demostraron una especificidad del 95%.%

El LBA es de gran utilidad para la identificacion de agentes oportunistas,
especialmente en neumonias por P. jiroveci,*®®' con un rendimiento del orden
del 90-100% ®° en preparaciones con citocentrifuga y tincion de Gomori Grocott
para su confirmacion.®' Stover et al.,* realizaron un estudio de sensibilidad del
LBA centrifugado en pacientes inmunodeprimidos que presentaban patologias

pulmonares con los siguientes resultados (Cuadro 14) :

Cuadro 14. Comparacion de sensibilidad del lavado broncoalveolar y otras
muestras®®

Numero de muestras positivas / NUmero de muestras totales (%)

Especie LBA** Biopsia Lavado / cepillado
transbronquial*** bronquiales™™*

P. jiroveci 18/22 (82) 1112 (92) 7/19 (37)
Otros hongos* 5/6 (83) 0/2 (0) 3/6 (50)

‘4 casos por Aspergillus spp y 1 caso por Cryptococcus spp.
** Centrifugado a 2500 rpm / 20 minutos, tinciones: HE, Gomori Grocott y Gram.
*** Tinciones HE, Gomori Grocott y Gram.
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Kahn et al.®? determinaron la utilidad del LBA en pacientes con infiltrados
difusos y patologias cronicas, ademas de comparar su sensibilidad con otros

tipos de procedimientos diagnosticos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Comparacion de sensibilidad del lavado broncoalveolar con otros
procedimientos realizado por Kahn et al.*?

Numero de muestras positivas / Namero de muestras totales ( %)

LBA “Lavado  “Biopsia *Biopsia

Especie  Tincion** Cultivo Tincién, Bronquial trans pulmonar
aislada cultivo bronquial abierta

P. jiroveci 17122 (77) - 17122 (77) - 9/11 (81) 4/4 (100)

Hongos

filamentos ~ 10/18(56)  5/18 (28) 12/18 (66) 4/18 (22) 2/4 (50) 3/4 (75)

-

os

* Aspergillus spp, excepto en un caso donde se presentd un Mucoral no tipificado.
** La tincion utilizada fue la de azul de toluidina modificada.
a Determinado por la tincién de azul de toluidina, cultivo o ambos procedimientos.

En el estudio referido se observa una mayor sensibilidad para determinar
P. jiroveci en muestras de biopsia transbronquial y pulmonar abierta, en
comparacion al LBA, aunque debemos recordar que en pacientes con
alteraciones de coagulacion no es posible realizar procedimientos agresivos.
Respecto a los hongos filamentosos, se observa un rendimiento ascendente
entre la biopsia transbronquial, el LBA y la biopsia pulmonar, en contraste del

lavado bronquial, el cual unicamente pudo detectar 1 de cada 4 casos.

96



Para facilitar el hallazgo de P. jiroveci en muestras de LBA, Gill et al.,
disefiaron un estudio para conocer las condiciones optimas del uso de la
citocentrifugacion, en el cual determinaron que la velocidad de 1200 rpm / 10
minutos en citocentrifuga y la tincion de azul de toluidina permite una mayor
concentracion de quistes de P. jiroveci.®®

Broaddus et al., mediante un estudio donde se compara la sensibilidad del
LBA y la biopsia transbronquial (Cuadro 16) determinaron que la biopsia
transbronquial tiene una mayor sensibilidad para la deteccion de hongos en
comparacion con el LBA y cuando se realizan ambos procedimientos, la

sensibilidad aumenta al 100 %.%"

Cuadro 16. Comparacion de sensibilidad del lavado broncoalveolar y
biopsia transbronquial®
Biopsia Ambos

Especie LBA* transbronquial* procedimientos*

P. jiroveci 93/104 (89) 114/118 (97) 95/85 (100)
C. neoformans 4/6 (66) 6/6 (100) 6/6 (100)
C. immitis 1/1 (100) 1/1 (100) 1/1 (100)

* Por tinciones de Gomori Grocott, HE y Papanicolaou.

10.2.2 CATETER TELESCOPICO

En 1979 Wimberley et al., disefiaron un catéter telescopico doble, en

forma telescopada y que en su interior posee un cepillo de alambre y retractil,
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donde quedan sujetas las secreciones bronquiales. La oclusion distal del catéter

se consigue con un tapon de polietilenglicol, material reabsorbible e inocuo que

caera al arbol bronquial cuando se tomen las muestras (Figura 15).3%88

Figura 15. Catéter telescépico doble.©

El catéter telescopico puedees ser utilizado a través del fibrobroncoscopio
y que tedricamente evita la contaminacion orofaringea.®
El procedimiento de toma de muestras respiratorias con el catéter

telescopico es el siguiente:

a. La anestesia de la mucosa orofaringea y cuerdas vocales debe
realizarse en forma nebulizada para evitar el arrastre de
4 . . : . g s 85,89
microorganismos orofaringeos hacia las vias mas inferiores.
b. La punta del fibrobroncoscopio cerrado se coloca en un area de
secreciones purulentas o dentro del bronguio de un lébulo

posiblemente infectado 8%
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c. El catéter se inserta a través del canal y se avanza de 1-3 cm mas alla
de la punta del fibrobroncoscopio para evitar tomar secreciones con el
fibrobronscopio.®

d. El cateéter interior que contiene el cepillo avanza y se tira la punta del
tapon de polietilenglicol. Este material, utilizado para capsulas orales,
se disolvera rapidamente en la superficie de la mucosa.®

e. La muestra se obtiene bajo vision directa con el cepillo y éste es
retraido al catéter interno, el cual a su vez es retraido al catéter
externo. Finalmente, el catéter es removido del fibrobroncoscopio.®

f. La porcion distal del catéter externo es limpiado con etanol al 70%, se
corta con tijeras estériles y se descarta. La porcion distal del catéter
interno también es limpiado y la parte distal del cepillo se corta y se

coloca en un contenedor estéril para su estudio microbiologico.**®

Se debe efectuar un frotis en un portaobjetos para tincién de Gram, lo cual
ofrecera un resultado orientador para establecer la terapéutica mas adecuada.®®
Para poder realizar una correcta interpretacion de los cultivos, se
recomienda realizar cultivos cuantitativos de las muestras, ya que la cifra de 10°
UFC/ ml (UFC = unidades formadoras de colonias) es capaz de discernir
colonizacion de infeccion verdadera.%>%

Como complicaciones de este procedimiento se han descrito hemoptisis

importantes y aquellas propias del uso del fibrobroncoscopio. El procedimiento
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con catéter telescopico esta formalmente contraindicado si coexiste alteracion
de la coagulacion.®

La sensibilidad de los cultivos semicuantitativos de las muestras obtenidas
por catéter telescopico oscila entre 60-100%, siendo Pollock quien realizo la
serie mas importante con 144 pacientes, de los cuales 78 presentaban signos
clinicos-radiologicos de neumonia y de estos, el 95 % presentaban cultivos

cuantitativos superiores a 10° UFC / ml.%

10.3 ASPIRADO TRANSTRAQUEAL

La aspiracion transtraqueal permite la obtencion de secreciones del tracto
respiratorio bajo, sin contaminacion de flora orofaringea.®

La aspiracion transtraqueal es una procedimiento seguro, que permite el
aislamiento de agentes patogenos del tracto respiratorio bajo en pacientes con
evidencia clinica y radiologica de neumonia.*

El procedimiento diagndstico se realiza por la insercion percutanea de un
sistema constituido por una aguja y un cateter a traves de la membrana
cricotiroidea (Figura 16), permitiendo la aspiracion de las secreciones
bronquiales no contaminadas por la flora orofaringea,® ya que los métodos
diagnosticos que evitan la cavidad orofaringea son en principio, técnicas de alto

valor para el diagnéstico de las neumonias.®
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Figura 16 . Técnica de puncion aspirativa transtraqueal.®

En pacientes con enfermedades pulmonares cronicas, la aspiracion
transtraqueal revela patégenos potenciales en el 85% de los casos.® La
sensibilidad del procedimiento oscila entre el 65-90%,% aunque los cultivos
falsos positivos se presentan en el 21% de los casos.®

La aspiracion transtragqueal es UGtil en pacientes con sospecha de
neumonia o aquellos en los cuales, la examinacion del esputo no identifica
patogeno alguno.®® Este procedimiento no se recomienda de forma rutinaria.®

Las complicaciones de la aspiracion transtragueal son hemorragia
significativa en el 1% de los pacientes, infecciones en el sitio de puncion,
ademas neumotérax.®® % Antes del procedimiento diagnéstico, las
anormalidades de coagulacion y tension arterial deben ser detectadas y

corregidas. %
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10.4 PUNCION PULMONAR

Es un estudio de utilidad para el diagnéstico integral de patologias
pulmonares realizado desde 1900.*% Se realiza cuando estudios menos
invasivos no proporcionen informacion Util para el diagnostico.” La puncién
pulmonar se lleva a cabo en padecimientos pulmonares bilaterales y en
condiciones clinicas gra\afes.?6

El procedimiento se debe realizar previa asepsia y anestesia de la piel del
espacio intercostal con xilocaina al 2 %, llevando como guia la imagen
radiologica de sospecha o un amplificador de imagenes de rayos X ;*® se
coloca una aguja en una jeringa que contiene solucion salina isotonica estéril y
se efectia una puncion rapida para atravesar la pleura y el pulmon hasta una
profundidad de 3-4 cm. Retirando el émbolo se provoca presion negativa en el
sistema de la jeringa-aguja; simultaneamente se extrae la aguja, de modo que
el liquido histico sea arrastrado dentro de la jeringa.”®®® El liquido puede
extenderse sobre laminas para tinciones especiales o bien transferirse a un
medio de cultivo liquido.”

Para prevenir reflejos vagales se ha utilizado la administracion de 0.5-1
mg de atropina por via intramuscular, asi como un ansiolitico. Se debe conocer
previamente el estado de coagulacion y hematocrito.®#

En la practica clinica, la puncion pulmonar se utiliza en nédulos o masas

pulmonares de etiologia incierta y cuyo diagnéstico no ha sido posible mediante
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la fibrobroncoscopia.®® Su realizacién se ha logrado con la ayuda de un
fibrobroncoscopio introducido por la cavidad pleural.”

Cuando se busca obtener el diagndstico del microorganismo causal de un
proceso infeccioso, la sensibilidad se aproxima al 80-100%, la especificidad es
aproximadamente del 95%, aunque es dependiente del tamafio de la lesion y
densidad radiologica.®®

Sappington y Favorite describieron cultivos positivos del agente patégeno
en el 80% de 60 pacientes con neumonia lobar, mientras que Bandt logro el
aislamiento en el 76%.%

Kuthy et al. (1963) lograron establecer el diagnostico definitivo en el 98.4%
mientras que Celis-Chavez (1964) reportaron el 96.7%.”°

P. jiroveci ha logrado ser detectado en el 60-91% de las muestras de
puncién pulmonar.®

Como complicaciones del método se presenta neumotdrax en el 5-26% de
los casos, esputo hemoptoico y verdaderas hemoptisis en 3-8%."%8%9 ge
contraindica en presencia de insuficiencia respiratoria, coronariopatias,

73.90

hipertension arterial severa o hipertension pulmonar, ademas de

coagulopatias.®>®®

10.5 BIOPSIA PULMONAR POR MINITORACOTOMIA

En 1949, Klassen realizo la primer biopsia pulmonar por medio de una

pequeiia incision (4-10 cm) de toracotomia en el cuarto espacio intercostal.®5%°
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La biopsia del pulmon generalmente se realiza cuando una patologia
pulmonar no puede explicarse por otros medios. Suele practicarse bajo
anestesia general por una via aérea endotraqueal.”>®

La biopsia pulmonar es la técnica mas invasiva para el diagnéstico de
patologias pulmonares y queda reservada para casos muy especificos, donde
el LBA y catéter telescopico no hayan logrado aportar el diagnéstico definitivo.*

Las biopsias deben trasladarse rapidamente al laboratorio para su cultivo y
evaluacion histologica mediante tinciones especiales, que permitan la deteccion

de hongos. La sensibilidad para la deteccion de hongos se encuentra entre 55-

91% *** (Cuadro 17).

Cuadro 17. Diagnésticos por biopsia pulmonar de diversos autores®

Autor Numero de muestras positivas / Namero total de muestras (%)
" Rossiter 46/83 (55) )
Singer 27/44 (61)
Greenman 31/48 (65)
Leight 30/42 (71)
Wolff 21/24 (88)
Rosen 43/47 (91)
Total 198/288 (69)

Mathay y Moritz sefalaron que lograron establecer el diagnoéstico
especifico de micosis pulmonares en el 69% de 288 biopsias provenientes de

pacientes inmunodeprimidos. >
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El procedimiento se debe realizar por un cirujano de térax mediante una
toracotomia cuyo tamano esta en relacion al tamafo de la muestra
pulmonar.”®® El procedimiento requiere aproximadamente 45 minutos.®

El material obtenido debe examinarse en fresco y después con tinciones
especiales: HE, Gomori Grocott, Gram y Papanicolaocu. Ademas se deben
realizar cultivos para hongos en medios de primoaislamiento y selectivos.®>%°

La biopsia pulmonar es la técnica que proporciona el material mas
adecuado para los examenes microbioléogico y anatomopatoldgico,
principalmente en pacientes inmunodeprimidos con infiltrados pulmonares.®°
La complicaciones mas comunes son el neumotérax (8%) y la

hemoptisis.® La principal contraindicacion es la alteracion de la

coagulacion,®*®® asi como la insuficiencia respiratoria. &
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11. MUCOLITICOS

En los unidades de Neumologia se utilizan farmacos activos en aerosol
denominados mucoliticos, que actuan fragmentando las glicoproteinas de las
secreciones retenidas en el aparato respiratorio.**

Uno de los mucoliticos mas usados es la acetilcisteina, combinada con un
broncodilatador. Actia rompiendo los enlaces disulfuro que contribuyen a
mantener la estructura en gel del moco,”* aunque su uso esta contraindicado en
pacientes con asma bronquial, ya que puede desencadenar broncoespasmos
intensos y sangrado de la mucosa bronquial.” Por medio de sondas, se ha
utilizado el lavado lobular localizado o segmentario con n-acetil-L-cisteina
diluida al 5-10%, para extraer tapones bronquiales mucoides.”® Otros farmacos
como la tripsina, quimiotripsina y la dornasa pancreatica, que son enzimas
mucoliticas, resultan poco eficaces e irritantes.”™

Uno de los problemas habituales en los laboratorios de microbiologia es la
presencia de abundante moco en las muestras pulmonares, por lo que se han
disefiado técnicas que disminuyan la viscosidad del moco, ya que se cree que
existen microorganismos atrapados dentro de éste.”' Dichas técnicas han sido
utilizadas para aumentar la sensibilidad y especificidad para detectar
micobacterias, principalmente Mycobacterium tuberculosis (Apéndice 1).%%%
Debido a que la mayoria de las muestras contienen ademas otros

microorganismos, se ha recomendado la descontaminacién con sustancias

como el NaOH aunque se compromete la viabilidad de las micobacterias.*
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Existen estudios donde se compara la sensibilidad y especificidad para la
deteccion de micobacterias de la n-acetil-L-cisteina combinada con el NaOH
(NALC-NaOH) y el C-13 carboxipropilbetaina (CB-18), en los cuales se observa
una sensibilidad por parte de CB-18 del 58-71.4% y especificidad del 96.8-97%
en comparacion con el 61.9% de sensibilidad y 99% de especificidad de la
NALC-NaOH, por lo que ambos productos son igualmente efectivos. %

En los laboratorios de micologia médica también se recopilan gran
cantidad de muestras pulmonares, las cuales presentan moco en cantidad

importante, por lo que el uso de técnicas de laboratorio con mucoliticos debe

ser evaluada, ya que no existe literatura disponible hasta el momento.
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DISCUSION

El diagnostico de las micosis pulmonares por hongos oportunistas inicia
con la sospecha clinica pero Unicamente se puede confirmar mediante la
observacion directa de estructuras fungicas y cultivo de muestras pulmonares
ademas de pruebas inmunologicas. Por lo tanto, la remision de muestras
biologicas adecuadas y el correcto procesamiento por el laboratorio son
cruciales para el establecimiento del diagnéstico final.

En ocasiones, se han presentado dificultades para establecer el
diagnostico de micosis pulmonares por hongos oportunistas, ya que su
aislamiento no tiene suficiente valor diagnéstico, a menos que se detecten
estructuras fungicas en el examen directo. En contraparte, el aislamiento de
hongos patégenos primarios, a pesar de no haber detectado alguna estructura
fungica en el examen directo o viceversa, es patognémonico de infeccion. La
siguiente tabla muestra los requerimientos clinicos, radiologicos vy

microbiolégicos para establecer la probabilidad de una infeccion flngica.
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|_Infeccion | Requerimientos clinicos, radiolégicos y microbiolégicos™

| Probada

Histologicamente se muestran hifas, esférulas o levaduras
ylo pseudohifas en muestra de parénquima pulmonar
obtenida por biopsia pulmonar, con evidencia de lesion tisular
microscopicas o por imagenologia, o cultivo positivo con
evidencia clinica o radioldgica de infeccion.

Cultivo de muestra respiratoria positiva para Histoplasma,
Blastomyces, Coccidioides o Paracoccidioides en pacientes
sintomaticos u observacion histopatologica de elementos
morfolégicamente compatibles con serologia positiva.
Observacion histopatolégica de elementos morfolégicamente |
compatibles con P. jiroveci en LBA de paciente con SIDA y |
clinica compatibles.

Probable

Debe presentarse al menos un factor predisponente,
acompafiado de un hallazgo microbiolégico y un criterio
clinico mayor (o dos menores).*

Posible

Debe presentar al menos un factor predisponente,
acompanado de un hallazgo microbiolégico o un criterio
clinico mayor (o dos menores).”

redisponentes

*Factores p p

1. Neutropenia <500/mm? durante mas de 10 dias.

2. Fiebre > 96 horas a pesar del uso de 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.
- Uso de inmunosupresores en los ultimos 30 dias.

- Antecedentes de infeccién fungica invasora.
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4. Signos y sintomas de enfermedad de injerto contra huésped.

5. Uso de corticoides sistémicos > 3 semanas.

*Criterios microbiolégicos

1. Cultivo positivo para Aspergillus spp. o mucorales en esputo o LBA.

2. Examen microscopico directo positivo para hongos filamentosos o tinta
china para C. neoformans en esputo o LBA.

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

4. Lesion pulmonar con cultivos bacteriologicos negativos de cualquier
tipo de muestras para los posibles agentes de infeccion del tracto

respiratorio inferior,

*Criterios clinicos mayores

1. Cualquier infiltrado nuevo con signo de halo, menisco aéreo o

cavitacion rodeada de un area de consolidacion.

*Criterios clinicos menores

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

2. Signos de derrame pleural.
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3. Cualquier nuevo infiltrado que no cumpla el criterio mayor.

El esputo, ya sea inducido o espontaneo, presenta el problema de ser
faciimente contaminado con la microbiota y células epiteliales del tracto
respiratorio superior, por lo que el valor diagnostico que se le atribuye es
Unicamente para la deteccion de hongos patogenos primarios y P. jiroveci
(sensibilidad 92-97%, especifidad 85-100%). De manera comparativa, el esputo
es la muestra de origen pulmonar de menor especificidad para los hongos
oportunistas (48%) hasta el momento.

El lavado bronquial o broncoaspirado es una muestra representativa del
arbol bronquial superior, por lo que no proviene del area alveolar. Presenta una
sensibilidad menor al esputo hongos oportunistas (11%) y Unicamente se
recomienda cuando el volumen del LBA sea insuficiente. Es U(til para la
deteccion de hongos patdégenos primarios.

Descartando la biopsia pulmonar, el LBA se considera como la muestra
mas adecuada y sensible para el diagndstico de las infecciones respiratorias
causadas por hongos patdégenos primarios y por P. jiroveci. En pacientes
inmunodeprimidos, es la técnica de eleccion para el diagnéstico de micosis
pulmonares oportunistas, con valores predictivos positivos que pueden ser
superiores al 80%, segun el tipo de inmuosupresion y de la micosis pulmonar
que se trate. En la aspergilosis pulmonar invasiva presente una sensibilidad del
59% cuando se tifie con azul de toluidina y 33% al utilizar la tinicion de Gomori

Grocott. En el caso de la neumocistosis presenta una sensibilidad del 86-100%
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con la misma tincion y especifidad del 92-97%; en el caso del uso de
inmunofluoresencia  indirecta se reporta una sensibilidad del 86-97% v
especificidad del 100%. Desfortunadamente, muchos laboratorio de
microbiologia no tienen el equipo necesario para usar la inmunofluoresencia
tanto indirecta como directa.

El cateter telescopico presenta una baja sensibilidad para el diagnostico
de micosis pulmonares, no asi en las neumonias bacterianas, donde su uso es
cotidiano empleando criterios cuantitativos.

Debido al procedimiento agresivo, el aspirado o puncion transtraqueal es
de uso limitado. Esta técnica evita la cavidad oral, pero generalmente en
pacientes inmunosuprimidos la microbiota oral afecta de igual manera al
esofago, por lo que son frecuentes los falsos positivos.

La puncion pulmonar presenta una especificidad muy alta y una baja
sensibilidad, ademas de que no estd libre de complicaciones serias
(neumotorax y hemorragias), por lo que su empleo suele limitarse al estudio de
infiltrados pulmonares densos de localizacion periférica, con gran componente
de cavitaciones.

La muestra pulmonar de mayor uso es la biopsia pulmonar por
minitoracotomia, ya que el volumen de la muestra no es limitado como en los
otros tipos de muestras, permitiendo la demostracion histologica de invasion
fungica del parénquima pulmonar. Su maxima rentabilidad se alcanza en el

diagnostico de lesiones localizadas (nédulos o cavitaciones). La agresividad de
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la técnica puede provocar complicaciones serias, por lo que su indicacion debe
estar limitada al diagnostico de casos graves.
De acuerdo a cada micosis pulmonar se ha observado una mayor utilidad

de diferentes técnicas diagnosticas y se resumen en los siguientes algoritmos.

ASPERGILOSIS BRONCOPULMONAR ALERGICA (ABPA)

I Deteccion de tapones mucosos y dilataciones
! en l6bulos superiores en la TACAR

l

| Cultivo de Aspergillus spp proveniente

l de expectoracion (en pocos casos)
I
(*) | _ 1 |
DIAGNOSTICO DE ABPA } | Deteccion de IgG e IgE anti-Aspergillus |
I
(A 1 ()
lPrecipi!inas séricas (+) a Ag Aspergillus spp] I DIAGNOSTICO DE ABPA |

() : 1 )
Elevacion IgE sérica DIAGNOSTICO DE ABPA
{mayor a 1000 ng/ml)

0| [ = ]
[I0R (+) A Ag Asperilus spp | | DIAGNOSTICO DE ABPA |

(- r I L (9)

Eosinofilia periférica } DIAGNOSTICO DE ABPA
| (mayor a 1000/microlitro) | |
(+)

DIAGNOSTICO DE ABPA

|
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ASPERGILOSIS GRANULOMATOSA BRONCOCENTRICA

Nodulos y consolidaciones de los
lobulos superiores en RX

Bronquiectasias y cavitaciones en TACAR
(poco frecuente)

Cultivo de Aspergillus spp
en expectoracion (poco frecuente)

) L

()

DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS
GRANULOMATOSA BRONCOCENTRICA

‘ IDR (+) a Ag de Aspergillus spp |

(*) ]

1 ()

DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS
GRANULOMATOSA BRONCOCENTRICA

Eosinofilia periférica |
(mayor a 1000/microlitro) |

[(#)

DIAGNOSTICO DE ASPERGILOSIS
GRANULOMATOSA BRONCOCENTRICA

ASPERGILOMA

Signo de Monod en RX
I

| 1

Cultivo de Aspergillus spp en Examen directo de estructuras

expectoraciones (seriado) fungicas
I | -
() X 1+
1gG elevadas y posiblemente DIAGNOSTICO DE ASPERGILOMA
IgE elevadas
(proceso alérgico + aspergiloma)
() . 1 (+)
Precipitinas séricas (+) a DIAGNQSTICO DE ASPERGILOMA
Ag Aspergillus spp
o : 1 (%)

IDR (+) vs. A. fumigatus
(33 % de los casos)

DIAGNOSTICO DE ASPERGILOMA

[+

[ DIAGNOSTICO DE ASPERGILOMA
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ASPERGILOSIS PULMONAR INVASIVA

L | |

LBA ESPUTO ‘ BIOPSIA TRANSERONQUIAL [ LAVADO BRONQUIAL
CuLTIvO CuLTvO | | CITOCENTRIFUGADO CITOCENTRIFUGADO |
$23%,E92% §48% 1500 RPM, 15 MIN 1500 RPM, 15 MIN
CITOCENTRIFUGADO : ; :
1500 ROM, 15 MY TINCIONES | | TINCIONES
Azl de toluidinaS 18% | Gomori $ 50 %
| Azul de toluidina § 11 %
TINCIONES |
Azul de toluidina $ 41 %, E 95 % :
Gomori $33 % CuLTvo | CuLTIvVD
Giemsa | Gram S 6 %, E95% S18% S15%
NEUMOCISTOSIS
[ I 1
LBA BIOPSIA TRANSBRONQUIAL ESPUTO
[ [
CITOCENTRIFUGADO FIJADO DITIOTREITOL
B ; + CENTRIFUGADO
|
I
TINCIONES | TINCIONES TINCIONES
Gomor $95-100 % Gomon S836% E 84 % IFindirecta $97%, E100%
Papanicolaou $ 86-100% | IF directa §97 %, E85 %
| Diff Quick § 844 E 8.7 % Gomoni §92%, E100%
| CENTRIFUGADD
TINCIONES |
Gomoni § 86:97.8%, E9T-89.1%
FdrectaS0% EN% |
| IFindrecta S8 % E100% |
FILTRACION '
L +CENTRIFUGADO
+ CITOCENTRIFUGADO
TINCIONES
Papanicolaou $ 97 %
Gomori $89%
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CRIPTOCOCOSIS PULMONAR

. Lfe— = 1
I LEA _J L ESPUTO _]
—————y 1
CENTRIFUGADO CULTIVO CENTRIFUGA CULTVG DACAD
S 100 % S 100 % S 85.71 %
TINCIONES TlﬁEloNES
Tinta china Tinta china

STTIT % 571.42%
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CONCLUSIONES

Las infecciones micoticas pulmonares se producen por la inhalacion e
invasion de estructuras fungicas en el parénquima pulmonar, siempre y cuando
dichas estructuras resistan los mecanismos de defensa del huésped.

Los hongos patogenos primarios pueden provocar focos de infeccion y
eventualmente la enfermedad en pacientes sanos, mientras que los pacientes
inmunodeprimidos desarrollaran enfermedades graves y diseminadas. Los
hongos oportunistas, los cuales tienen un efecto patégeno bajo, produciran la
infeccion y enfermedad en pacientes inmunocomprometidos, resultando en
cuadros clinicos graves y posiblemente diseminados.

La gran ubicuidad de los hongos oportunistas, dificulta el diagnoéstico
microbiologico de las micosis pulmonares, por lo cual se requieren establecer
las técnicas de laboratorio y muestra biologica que presentan la mayor
sensibilidad y especificidad para establecer un diagnostico correcto, definitivo y
en el menor lapso posible, permitiendo diferenciar un verdadero proceso
invasor, una colonizacion o una simple contaminacion.

Actualmente, la biopsia pulmonar por minitoractomia se presenta como el
procedimiento de eleccién para el diagnéstico de las micosis pulmonares, pero
tiene los inconvenientes de ser sumamente invasiva, requiere un mayor tiempo
para su obtencién y no puede realizarse en pacientes con déficit inmunologico
por otras patologias de base, incluyendo coagulopatias, insuficiencias cardiaca

y respiratoria, entre otras.
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Al analizar los algoritmos, se puede determinar que la muestra pulmonar
con mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de la mayoria de las
micosis pulmonares oportunistas es el lavado broncoalveolar (LBA), ya que al
alcanzar los alvéolos pulmonares permite la remocion de secreciones
pulmonares, en las cuales quedan retenidas las estructuras fungicas. Este
procedimiento es eficaz y seguro, ya que puede realizarse tanto en pacientes
inmunocompetentes como en inmunosuprimidos, siendo Unicamente necesario
el control ventilatorio y correccion previa de las coagulopatias.

A manera de resumen, la siguiente tabla nos indica la técnica de mayor
sensibilidad y especificidad con diferentes tipos de muestras del aparato

respiratorio.

Patologia Muestra Tincion Sensibilidad Especificidad
Azul de toluidina 41% 95%
LBA
Gomori 33% s
Aspergilosis
Gomori 50% =
pulmonar Lavado bronquial
; . Azul de toluidina 11% .
invasiva
Biopsia L
) Azul de toluidina 18% -
transbronquial
Gomori 86-100% 84-99%
LBA
Papanicolau 86-100% =
o IFI 97 100
Neumocistosis Esputo
Gomori 92 100
Biopsia
Gomori 84 84
transbronquial
_ . Esputo China 78 92%
Criptococosis
LBA China 71 95%
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Para el caso de la aspergilosis pulmonar invasiva, la técnica de tincion de
azul de toluidina en LBA presenta una sensibilidad de 41% vy especificidad del
95%, por lo que se establece como la técnica de mayor utilidad diagnéstica.

La neumocistosis, patologia asociada casi exclusiva a pacientes con
SIDA, tiene a la tincion de Gomori Grocott como la técnica de laboratorio en el
LBA con mayor sensibilidad (83-100%) y especificidad (84-99%), seguida por la
técnica de Papanicolau. En contraste, el esputo en asociacion con la técnica de
Gomori Grocott presenta una sensibilidad y especificidad del 92%, por lo que
debe considerarse como el método diagnodstico primario para la neumocistosis.

La criptococosis pulmonar, igualmente asociada al SIDA, ya que el 10%
de esa poblacion presenta la enfermedad, tiene a la técnica de tinta china como
la principal arma diagnostica, ya que presenta una alta sensibilidad (LBA 71%,
esputo 78%) y especificidad (92-98%). En esta patologia, es de gran utilidad la
determinacion antigénica mediante aglutinacion de latex (DACAD), la cual
presenta una sensibilidad cercana al 95%.

Desgraciadamente, la candidiasis y mucormicosis pulmonares no han sido
objeto de estudios que reportes que indiquen la sensibilidad y especificidad de
las diferentes muestras de origen respiratorio y técnicas de laboratorio, por lo
que se deben realizar estudios que evalGen los métodos de diagnéstico de

dichas patologias pulmonares.

La tincion argéntica de Gomori Grocott se presenta como la tincion de

mayor sensibilidad dependiendo de la micosis que se trate, seguida por las
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tinciones de Papanicolau y azul de toluidina, por lo que se deben poner énfasis
en la realizacion éstas técnicas para lograr un diagnostico definitivo y
verdadero.

Las técnicas de concentracion como el citocentrifugado resultan utiles
para aumentar la sensibilidad de la muestra, aunque no se encuentran al
alcance de la mayoria de los laboratorios de microbiologia.

Es importante recalcar que en los estudios consultados en esta tesis no se
reportaron los valores de sensibilidad y especificidad de los examenes directos
realizados con hidroxido de potasio (KOH), los cuales al ser rapidos y de facil
elaboracion deben ser realizados de manera rutinaria para poder establecer una
terapéutica inmediata.

Actualmente se han desarrollado técnicas diagnosticas alternativas, donde
se incluyen el uso de mucoliticos, los cuales al romper los enlaces disulfuro del
moco presente en las secreciones pulmonares, pueden aumentar la sensibilidad
y especificidad de las técnicas diagnosticas de laboratorio.

Hasta antes de ésta revision bibliografica, no se habia logrado organizar la
informacion que determine la sensibilidad y especificidad de las diferentes
muestras pulmonares, asi como la técnica de laboratorio de mayor utilidad para
cada tipo de micosis pulmonar, por lo que la presente revision bibliografica se
establece como una valiosa herramienta que permite determinar la muestra
respiratoria y técnica de mayor rentabilidad para el diagnéstico de las micosis

pulmonares oportunistas.
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APENDICE

Método de n-acetil-L-cisteina-hidréxido de sodio (NALC-NAOH)®®

Preparar el volumen necesario de NALC-NAOH como a continuacion se

indica:
Mezclar cantidades indicadas (mL)
Volumen de - o
digestante necesario NaOH al 4% Citrato de sodio 2.9%  Agregar NALC (g)
(mL)
50 25 25 0.25
100 50 50 0.50
200 100 100 1.00
500 250 250 2.50
1000 500 500 5.00

El KOH vy el citrato de sodio deben prepararse y esterilizarse en autoclave
antes de mezclar. Preparar Unicamente el volumen del digestante necesario,

porque la actividad mucolitica del NALC se pierde al reposar (usar dentro de 18-

24 horas).

Muestras de esputo (espontaneas o inducidas)

1. Transferir 10 mL de esputo a un tubo de centrifuga con rosca estéril de

50 mL. Tubos mas pequefios pueden usarse para muestras de menor
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volumen, pero el volumen de la muestra no debe exceder de un quinto
de la capacidad del tubo.

. Agregar una cantidad de solucion de NALC-NaOH igual al volumen del
esputo. Cerrar el tubo y mezclar en un vortex hasta licuar (generalmente
5-20 segundos). Evitar gran agitacion o espuma porque esto oxida e
inactiva el NALC.

Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente para efectuar la
descontaminacion. Si ésta ultima se desea mas activa es aconsejable
aumentar la concentracion de NaOH mostrada en el cuadro anterior a 5-
6 % sin aumentar el tiempo de exposicion de la muestra al digestante.

. Llenar los tubos hasta 1.25 cm del tope con agua destilada estéril o
amortiguador de fosfatos pH 6.8 (0.067 M). Cerrar el tubo y agitar.
Centrifugar a 2000-3000 rpm durante 15 minutos en cubetas de
centrifuga selladas libres de aerosoles.

. Decantar el liquido sobrenadante en un recipiente con desinfectante,
flamear la boca del tubo y volver a tapar.

. Con pipeta estéril anadir 1-2 mLde fraccion V de albamina bovina estéril
0.2 %. Preparar una solucion de NaCl al 0.85 %, ajustar el pH 6.8-7 y
esterilizar por filtracion Seitz. Agitar suavemente para volver a suspender
el sedimento; no se requiere la neutralizacién de esta suspension final.

. Para los cultivos se debe resuspender el sedimento (no diluido y después
de una dilucién de 10 veces en solucién salina o agua estéril) e inoculario

en la superficie en por lo menos dos clases de medios. La dilucién del
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10.

Tl

sedimento resuspendido disminuye la concentracion de sustancias
toxicas que pueden inhibir el crecimiento de los microorganismos.

Hacer un frotis del sedimento no diluido extendiendo una gota sobre un
area de 1 x 2 cm de un portaobjetos nuevo y limpio.

Fijar al calor antes de tedir. Si se dispone de suficiente sedimento, los
extendidos deben hacerse con un aplicador de madera esterilizado o asa
de inoculacion flameada antes de suspender nuevamente en solucion de
albumina bovina.

Si van a realizarse pruebas de susceptibilidad a farmacos se prepararan
dos soluciones de 100 veces del sedimento resuspendido basadas en el

numero de microorganismos observados en el frotis.

Muestras de tejidos

. Buscar el consejo de un patdlogo o cirujano en cuanto a las partes del

tejido con mas probabilidades de ser productivas de cultivos positivos.

. Moler el tejido en un mortero estéril con una solucion salina estéril al 0.85

% o albumina bovina al 0.2 %.

Si el tejido se ha manejado asépticamente desde su escision, el material
homogeneizado puede inocularse directamente en medios liquidos y
solidos. Si existen dudas sobre el tratamiento aséptico, una porcion del
tejido puede inocularse en los medios de cultivo y otra fraccion puede

tratarse como si fuera esputo.
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