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RESUMEN

Objetivo: Determinar la utilidad diagndstica de anticuerpos monoclonales especificos con
inmunohistoquimica en tejido parafinado en infecciones invasoras causadas por
Aspergillus y Mucorales. Se compara con el estudio histopatolégico rutinario con

histoquimica convencional y el resultado de microbiologia.

Método: Se analizaron 32 casos de micosis invasoras, 19 aspergilosis, 11 mucormicosis y
dos casos de micosis filamentosa sin clasificar. Se determind la concordancia diagndstica
inter-observador, de la histoquimica convencional contra el resultado de

inmunohistoquimica y el resultado de cultivo.

Resultados: La concordancia inter-observador tuvo indice de Kappa de 0.85, la
concordancia del diagndstico con histoquimica convencional contra la inmunohistoquimica
tuvo indice de Kappa de 0.87. La concordancia del resultado de cultivo con la
inmunohistoquimica tuvo indice de Kappa de 0.37 tanto para especies de Aspergillus

como Mucorales.

Conclusién: El estudio histopatolégico tuvo alta sensibilidad para el diagnoéstico en
micosis invasoras, pero con especificidad baja, por o que se requiere del cultivo como
estandar de referencia. En nuestra serie, el aplicar inmunohistoquimica no ofrecié ventajas

para el diagnostico de infeccion invasora por Aspergillus y Mucorales.



ABSTRACT

Objective: Determining diagnostic utility of specific monoclonal antibodies in
immunohistochemistry on paraffin tissue invasive infections caused by Aspergillus and
Mucorales, comparing it with routine histopathology with conventional histochemistry and

microbiology results.

Method: We analyzed 32 cases of invasive mycoses, 19 aspergillosis, 11 mucormycosis
and two cases of filamentous fungal without rating. We determined the inter-observer
diagnostic agreement of conventional histochemistry against the results of

immunohistochemistry and the culture result.

Results: The interobserver concordance index Kappa was 0.85, the correlation of
diagnosis with conventional histochemistry immunohistochemistry against Kappa index
was 0.87. The concordance of the results of culture with immunohistochemistry was Kappa

index of 0.37 for both Aspergillus sp and Mucorales.

Conclusion: The histopathological examination had high sensitivity for diagnosis of
invasive fungal infection, but low specificity, so the culture is required as a reference
standard. In our series, applying immunohistochemistry did not provide benefits for the

diagnosis of invasive infection by Aspergillus and Mucorales.



MARCO TEORICO

Epidemiologia general de las infecciones invasoras por hongos

En los ultimos 20 afos las infecciones micéticas han persistido por el incremento en
el numero de pacientes con inmunosupresion grave.1 Especialmente en receptores de
trasplante de células hematopoyéticas y de érganos solidos con frecuencia estimada a 12
meses pos-trasplante de 3.4% y 3.1% respectivamente, pero con mortalidad que alcanza
80%."°

Otro grupo susceptible son aquellos pacientes con neoplasias hematoldgicas,
principalmente leucemia aguda con frecuencia del 2 al 8% segun la profilaxis
administrada. En estos enfermos la mortalidad varia del 39-56%. Sin embargo, a pesar de
la deteccion asi como el tratamiento temprano la mejoria en la supervivencia alcanza
25%." Las principales especies identificadas en estos enfermos son Candida y

Aspergillus asi como Zygomicetos, Criptococcus y Fusarium.™

Epidemiologia en México de las infecciones invasoras por hongos

En México las infecciones micoticas no se consideran enfermedades infecto-
contagiosas de reporte obligatorio para la Secretaria de Salud. Situacién que genera la
falta de cifras fidedignas pertinentes a su frecuencia e incidencia.

Existen algunos articulos limitados a series de casos, provenientes de hospitales en
la ciudad de México. Asi en la serie informada de 11,737 autopsias realizadas en el
Hospital General de México durante 1989-2004, se encontrd infeccion micética en el
sistema nervioso central solamente en 75 autopsias (0.6%).°

En nuestro hospital se han informado dos series de micosis sistémicas. La primera

comprendio 14 autopsias por mucormicosis durante los afios 1961-1981 y posteriormente



se publicé la experiencia en 17 autopsias con aspergilosis generalizada que ocurrieron en
un periodo de 15 afios.”®

De igual forma, en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, se detectaron 136 casos de micosis
sistémicas en el periodo 1996-2006.° Mientras que en el Hospital Regional General
Ignacio Zaragoza del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del

Estado, se identificaron 45 casos de micosis sistémicas en el periodo 1999-2000."°

Diagnéstico de las infecciones invasoras por hongos

De manera general, se considera que el diagnostico de infeccidn por hongos
localizada o sistémica es un reto clinico. Este se basa en la suma de diferentes factores de
riesgo, pruebas serologicas, estudios de imagen, histopatologia y resultado de
microbiologia." cuadro 1

Actualmente, la Organizacién Europea de Investigacion y Tratamiento del Cancer/
Grupo Cooperativo de Infecciones Invasoras por Hongos y el Instituto Nacional de Alergia
y Grupo de Estudio de las Enfermedades Infecciosas Micoticas (EORTC/MSG) acuerdan
que la obtencion de tejido para cultivo y el estudio histopatolégico corresponden al
estandar de oro para el diagndstico de micosis invasora. '

El diagndstico de micosis se realiza cuando se observan hifas o levaduras en
presencia de dafo tisular en el estudio histologico o citolégico y cuando el cultivo o
hemocultivo de un sitio anatdomico estéril resulta positivo proveniente de un paciente con

datos clinicos y radiograficos compatibles con infeccion. ' 1112



Cuadro 1. Factores de riesgo en infecciones invasoras por hongos

Caracteristicas del

Neutropenia = a 3 semanas
Presencia de catéter venoso central

Alimentacién parenteral

huésped Estancia prolongada en unidad de terapia
intensiva
Neoplasia
Enfermedad Leucemia aguda
Factores de subyacente Sindrome mielodisplasico

riesgo

Diabetes mellitus
Infeccion por citomegalovirus

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Tratamiento

Corticoesteroides
Ciclosporina

Antibiéticos de amplio espectro

inMmunosupresor Blogqueadores del factor de necrosis tumoral alfa
Inmunosupresores de células T
Inhibidores de la calcineurina
Células hematopoyéticas
Trasplante Organos solidos

Cultivo microbiolégico en el diagnéstico de infecciones por hongos

En las infecciones por hongos la sensibilidad del hemocultivo varia del 50-80%
mientras que el cultivo sélido alcanza 90%, pero ambos tienen especificidad del 100%."
Sin embargo, el cultivo sdlido resulta positivo solo en 30-50% de los casos y el
hemocultivo en <40%."*'® Este método tiene la posibilidad de contaminacién y requiere de

tiempo para el desarrollo del patégeno, que varia segun la especie. Estos factores influyen

directamente en el tratamiento y se asocian con mal prondstico."’




Analisis histopatoldgico en el diagndstico de las infecciones por hongos

El estudio histopatolégico permite en menor tiempo establecer el diagndstico, ya que
facilita la rapida identificacion del agente infeccioso asi como la demostracion de invasion
tisular y el tipo de respuesta inflamatoria. Asi, el analisis del tejido ayuda a determinar si
un organismo patégeno representa contaminacion, colonizacibn o corresponde a
verdadera infeccién.

Al igual que otros métodos diagndsticos, el estudio histopatologico tiene limitaciones
tales como la experiencia del patélogo en el area de infecciones, el no contar con tinciones
especiales y la falta de correlacién con el cultivo de la biopsia. Este ultimo punto es
relevante ya que el cultivo se considera como estandar de oro. Sin embargo, la

concordancia entre estos dos procedimientos fluctiia entre 20% y 80%."* 1719

Morfologia histopatologica de las infecciones por hongos
De acuerdo a la morfologia del hongo en el tejido se pueden dividir en aquellos que
la forma infectante corresponde a levaduras y hongos filamentosos con o sin septos.

La identificacion tisular de levaduras incluye las siguientes opciones diagnosticas:
Candida sp, Cromomicosis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Phialophora verrucosa, Fonsecaea pedrosoi, Cladosporium carrionii, Blastomyces
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Rhinosporidium seeberi, Coccidioides immitis,
Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei y Pneumocystis jirovechii. '® %

Mientras que la presencia de hifas con dafio tisular incluyen como posibilidades
diagnosticas:  Aspergillus  sp, Mucorales, Scedosporium, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma, Paecilomyces, Madurella, Cladophialaphora, Curvularia y Pseudallescheria
boydii. 17-18, 20
Para fines de nuestro estudio unicamente se comentan los aspectos morfolégicos

de las especies evaluadas que corresponden a Aspergillus y Mucorales.



El diagnéstico de especies de Aspergillus (imagen 1) se basa en la identificacion
histolégica de hifas hialinas delgadas, septadas y con ramificacién a 45°. En algunas
ocasiones se pueden observar conidios, que de acuerdo a su estructura se define la
especie. Las especies patdgenas para el humano son principalmente A. fumigatus (44%),

A. flavus, A. niger, A. terreus, A. glaucus, A. versicolor y A. nidulans. 182021

H-E PAS Grocott-Gomori

Imagen 1. Micosis invasora. Aspergillus sp. Caracteristicas morfologicas con tincion de

H-E e histoquimica convencional.

El diagndstico histologico de las especies de Mucorales (imagen 2) clase de los
Zygomicetos, se basa en hifas con tamafo que fluctua entre 5-20 um, sin pigmento y con
contornos irregulares a manera de encaje, pauci-septadas con angulo de ramificacion
irregular cercano a 90°."'820 | as familias que causan enfermedad humana son Rhizopus,
Mucor, Absidia, Rhizomucor, Apophysomyces, Saksenaea, Cunninghamella,

Cokoromyces y Syncephalastrum, de éstas Rhizopus sp es la especie mas frecuente. '* %



H-E PAS Grocott-Gomori

Imagen 2. Micosis invasora. Mucorales. Caracteristicas morfolégicas con tincion de H-E e

histoquimica convencional.

Errores en el diagndstico histopatolégico en las infecciones por hongos

Los principales errores del diagndstico de infeccion micotica en tejido consisten en
la falta de reconocer hifas septadas de las no septadas, alteraciones morfologicas del
hongo en zonas de necrosis, confundir hifas seccionadas transversalmente como
levaduras, la escasez y fragmentacion del hongo asi como el pretender clasificarlo por
genero.

Se comentd que varios hongos filamentosos como Pseudallescheria boydii,
especies de Aspergillus, Fusarium, Mucorales y Scedosporium en los tejidos tefidos con
hematoxilina-eosina pueden presentan morfologia similar. Asi en algunas ocasiones las
caracteristicas morfoldgicas tales como la ramificacién de la hifa estan ausentes. 7?0

La histoquimica convencional con acido peryédico de Shiff (PAS) y plata
metenamina de Grocott-Gomori mejora la identificacion y clasificacion de las infecciones

invasoras micoticas, pero no ayudan a distinguir con certeza aspectos morfolégicos

compartidos entre algunos hongos. '



Utilidad de la inmunohistoquimica en infecciones por especies de Aspergillus y
Mucorales

En las ultimas décadas, el enfoque del diagnédstico histopatolégico se ha
transformado por el uso rutinario de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales.
Los cuales recientemente se han aplicado en el diagndstico de enfermedades infecciosas
en muestras de tejido. Se ha informado la utilidad con inmunohistoquimica en tejido
conservado en parafina contra Blastomyces, Cryptococcus, Histoplasma, Coccidioides,
Pneumocystis, Sporothrix, Paracoccidioides, Penicillium, Candida, Aspergillus vy
Mucorales.'® Sin embargo, algunos de estos anticuerpos son de uso experimental ya
gue no se encuentran comercialmente disponibles.

Actualmente para el diagnostico de aspergilosis existe en el mercado el anticuerpo
monoclonal anti-Aspergillus (clona WF-AF-1) que reacciona contra una fraccion de 106
kDa en la pared de A. fumigatus. Este anticuerpo aparentemente tiene alta sensibilidad y
especificidad para tipificar A. fumigatus, A. flavus y A. niger en tejido fijado en formol
conservado en parafina y sin reactividad cruzada con otros hongos filamentosos.'®??
También existe la clona EB-AI, que se obtiene de esporas de A. flavus, pero con reacciéon
cruzada con Penicillium marneffei. 2>

Comercialmente para la identificacion de Zygomicetos se dispone del anticuerpo
monoclonal anti-Rhizomucor. Este reacciona con antigenos homélogos de R. arrhizus con
peso molecular que varian entre 14 y 110 kDa (clona Mab-WSSA-RA-1). Este permite

identificar infecciones por hongos de la familia Mucoraceae, sin reaccidn cruzada con otras

micosis filamentosas. 2*



JUSTIFICACION

El diagndstico histopatolégico de infeccidon invasora por hongos en biopsias y piezas
quirurgicas representa un reto. Las tinciones de histoquimica convencional facilitan, pero
no permiten distinguir con certeza la especie.

Se analiza la utilidad de anticuerpos monoclonales especificos con
inmunohistoquimica contra Aspergillus y Mucorales. Se compara esta prueba con respecto

a la histoquimica convencional (PAS y Grocott-Gomori) y con el resultado del cultivo.

HIPOTESIS
La aplicacion de anticuerpos monoclonales especificos con inmunohistoquimica en

tejidos contra especies de Aspergillus y Mucorales es util para identificar la especie.

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la utilidad de anticuerpos monoclonales especificos con
inmunohistoquimica convencional en tejido conservado en parafina en infecciones
invasoras causadas por Aspergillus y Mucorales, en comparacion con el estudio

histolégico con técnicas de histoquimica convencional y el cultivo de microbiologia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Determinar la concordancia diagndstica inter-observador del estudio histopatoldgico
en el diagnéstico de infeccion micdtica invasora.

Evaluar la concordancia de los anticuerpos monoclonales especificos contra
especies de Aspergillus y Mucorales con inmunohistoquimica contra el resultado
microbiolégico. Analizar la asociacion de infeccidon por especies de Aspergillus o
Mucorales con los factores de riesgo tales como enfermedad hematoldgica, estado

neutropénico y angioinvasion.



TIPO DE ESTUDIO
Diseio:

- Estudio retrospectivo, transversal.
Criterios de inclusion:

- Pacientes con diagnostico histopatologico de micosis invasora por hongos
filamentosos a quienes se les realizd biopsia o reseccion quiruargica y con resultado
microbiolégico del cultivo.

Criterios de exclusion:

- Pacientes sin muestra para estudio microbioldgico/cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Del Departamento de Patologia del INCMNSZ se seleccionaron las biopsias y
piezas quirurgicas con diagndstico histologico de aspergilosis, mucormicosis/zigomicosis e
infeccion por hongo filamentoso sin especificar durante los afios 2006-2010. Del
expediente clinico se obtuvo edad, género, érgano afectado, enfermedad principal,
presencia o ausencia de neutropenia, tratamiento antifungico, resultado del cultivo asi
como la evolucion clinica.

Las biopsias y piezas quirurgicas se procesaron de manera rutinaria para cortes con
hematoxilina-eosina fijadas con formol al 10%. Se realizaron cortes adicionales a 5 ym
para tinciones de histoquimica convencional con acido peryddico de Shiff (PAS) y plata
metenamina de Grocott-Gomori.

Se realizaron reaccion de inmunohistoquimica (IHQ) en cortes de parafina con
polimero-HRP y anticuerpos monoclonales primarios de raton para identificar antigenos
especificos contra Aspergillus sp. y Mucorales. Los anticuerpos utilizados fueron anti-
Aspergillus monoclonal clona Mab-WF-AF-1 y anti-Rhizomucor monoclonal clona Mab-

WSSA-RA-1 Dako Corporation, ambos a dilucién de 1:50.



La reaccion de IHQ se considero positiva cuando en la pared de la hifa se identifico
distribucién lineal del cromoégeno y/o positividad granular dentro del microrganismo.
(imagen 3). En aquellos casos que se realizé la prueba, pero en el bloque de parafina ya

no existia tejido evaluable se consideré como no valorable.

Anti-Aspergillus Anti-Rhizomucor

Imagen 3. Micosis invasora. Reacciones de inmunohistoquimica para aspergilosis y

mucormicosis.

Las biopsias fueron re-evaluadas por dos patélogos en forma ciega y con tinciones
de histoquimica convencional (PAS y Grocott- Gomori). Los parametros utilizados fueron
identificacion del 6rgano, presencia o ausencia del hongo, tipo y grado de respuesta
inflamatoria (leve +, moderada ++ e intensa +++) y angioinvasion presente o ausente. Las
tinciones de PAS y Grocott-Gomori permitieron determinar el grosor de las hifas, la
presencia o ausencia de septos, la estructura del hongo y el angulo de ramificacion de las
hifas a 45°, 90° y combinadas.

Las categorias diagndsticas fueron aspergilosis, mucormicosis y micosis

filamentosa sin especificar con o sin angioinvasion.



ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd estadistica descriptiva para el analisis de frecuencia respecto al género,
edad, organo y enfermedad de base. El indice Kappa de Cohen se aplico para la
concordancia inter-observador comparando el diagnéstico inicial vs el diagnostico de la re-
revision. La concordancia del diagndstico histolégico con histoquimica convencional contra
el resultado de la evaluacion de la IHQ. Asi como la concordancia entre el diagndstico
histologico con todos los procedimientos accesorios contra el resultado del cultivo de
microbiologia.

Para el analisis de la asociacion de las variables dicotomicas se utilizé la prueba de
X? de Pearson. Se realizaron curvas de Kaplan-Meier para determinar el impacto de los
factores de riesgo. La significancia se estableciéo con valor de p <0.05. El analisis se

realizé con software SPSS version 15.



RESULTADOS
Datos Generales

Se obtuvieron 34 biopsias y piezas quirurgicas con diagndstico histolégico de
aspergilosis, zigomicosis/mucormicosis y hongo filamentoso sin clasificar realizado por
varios patologos durante el periodo 2006-2010.

El total de casos que comprende la serie sumo 32, ya que dos (5.8%) se excluyeron
por falta de cultivo. El pulmon fue el 6rgano mas frecuentemente analizado 15/32 (46.8%),

cuadro 2.

Cuadro 2. Micosis invasora, distribucién por sitio anatémico

Localizacion anatomica Numero
Pulmén 15
Cavidad nasal 13
Otros (piel, yeyuno, cuerda vocal) 4

La proporcién hombre:mujer fue 1:1, 16 fueron hombres y 16 mujeres. La media de
edad fue 37 afios (extremos 15 a 64 anos). La enfermedad subyacente en 59% (n=19) de
los pacientes correspondié a leucemia aguda. La enfermedad principal de los 32 casos se

lista en el cuadro 3. En 68.7% (n=22) de los pacientes se encontré neutropenia.



Cuadro 3. Micosis invasora. Distribucion de las enfermedades subyacentes

Enfermedad principal

Numero

Leucemia linfoblastica aguda
Leucemia mieloblastica aguda
Anemia aplasica

Diabetes mellitus

Lupus Eritematoso Sistémico

Otros (Linfoma difuso, trasplante 6rgano sdlido, cirugia

trans-esfenoidal)

14

Los resultados de microbiologia demostraron 22/32 (68.7%) cultivos positivos que

correspondieron a Aspergillus (n=16), Rhizopus (n=3), Monilia sitophila (n=1), Penicillium

(n=1) y Fusarium solani (n=1), grafica 1.



Grafica 1. Micosis invasora. Resultado por especie en cultivo microbiologico

10

Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus  Rhizopus sp. Otros No desarrollo
fumigatus flavus versicolor crecimiento

Analisis estadistico
El analisis de concordancia inter-observador se realiz6 solamente con 30 casos, ya
que en dos el diagnéstico del informe inicial correspondié a micosis sin clasificar. El

resultado de la concordancia diagnostica tuvo indice Kappa 0.85 (cuadro 5).

Cuadro 5. Micosis invasoras. Diagndstico histolégico concordancia inter-observador

Diagnéstico inicial Diagnéstico de re-evaluacion
Aspergilosis 19 20
Mucormicosis 11 10




La concordancia entre el diagndstico histolégico de la re-revisidon con histoquimica
convencional en contra del resultado de la inmunohistoquimica se realiz6 con los 32
casos, la cual demostré indice Kappa 0.87 (cuadro 6). En los casos discrepantes se
encontré que en uno, diagnosticado como hongo filamentoso no clasificado, el anticuerpo
contra Aspergillus fue positivo y el cultivo revelé Aspergillus fumigatus. El restante con
diagndstico de mucormicosis, resultdé negativo con los anticuerpos contra Aspergillus y
Rhizomucor. Se reconsideré como micosis filamentosa sin clasificar, pero el aislado de

microbiologia correspondié a Aspergillus fumigatus (imagen 4).

Anti-Aspergillus Anti-Rhizomucor

Imagen 4. Micosis invasora. Reaccion de inmunohistoquimica falsa-negativa con
anticuerpos para Aspergillus y Rhizomucor. El cultivo de la cuerda vocal aislé Aspergillus

fumigatus.



Cuadro 6. Micosis invasora. Concordancia diagndstica entre el diagnostico histolégico con

histoquimica convencional contra el resultado de inmunohistoquimica

Diagnéstico H-E/PAS/GROCOTT Inmunohistoquimica
Aspergilosis 19 20
Mucormicosis 11 10
Micosis no clasificada 2 2

La concordancia entre el diagndstico histopatoldgico por especie contra el resultado

del cultivo demostré indice Kappa 0.37 para Aspergillus (cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis del diagndstico histolégico de aspergilosis comparado con el informe

de microbiologia

Diagndstico histoldgico
20 casos de aspergilosis

!

32 casos 13 casos confirmacién microbioldgica
6 casos no desarrollaron crecimiento
1 caso cultivd Monilia sitophila

En 20 biopsias o piezas quirurgicas con diagndstico de aspergilosis invasora existio
concordancia en 13 (65%). En 6 casos no se aislé el hongo y en el restante se cultivd

Monilia sitophila (imagen 5y 6).



Anti-Aspergillus Anti-Rhizomucor

Imagen 5. Micosis invasora. Reaccion cruzada con anticuerpos contra Aspergillus y

Rhizomucor en un caso con Monilia sitophila.

Imagen 6. Micosis invasora. Caracteristicas morfolégicas tisulares de Monilia sitophila. Se

identifican conidios que semejan infeccidn por aspergilosis.



Se diagnosticaron 10 casos con mucormicosis cuya concordancia con el

aislamiento microbiolégico mostro indice Kappa 0.37 (cuadro 8).

Cuadro 8. Analisis del diagnéstico histoldgico de mucormicosis, comparado con el reporte
de microbiologia.

Diagndstico histologico
10 casos de mucormicosis

!

32 casos 3 casos confirmacion microbiologica

4 casos no desarrollaron crecimiento

2 casos cultivo Aspergillus sp.

1 caso cultivo Penicillum/Cladosporium

De tal forma que unicamente se obtuvo comprobaciéon microbiolégica en 3/10
(30%). El 40% no desarrollaron crecimiento y en 3 (30%) existié discordancia entre la

inmunohistoquimica y el cultivo, ya que este demostré A. flavus, A. fumigatus y

Penicillium/Cladosporium, (imagen 7).



Cultivo H-E Grocott-Gomori Anti-Aspergillus Anti-Rhizomucor

Penicillium

A. flavus

A. fumiagatus

Imagen 7. Micosis invasora. Diagndstico histopatologico de mucormicosis por
reaccion falsa-positiva clona Mab-WSSA-RA-1 para Rhizomucor. Los cultivos

demostraron Penicillum y especies de Aspergillus.

En el andlisis con X? para valorar la asociacion entre enfermedad hematoldgica,
estado neutropénico e infeccion angioinvasora por especies de Aspergillus o Mucorales

no se observo diferencia significativa (cuadro 9, grafica 2).



Cuadro 9. Micosis invasora y factores de riesgo. Asociacion entre infeccion por Aspergillus

y Mucorales con enfermedad hematoldgica, neutropenia y angioinvasion

Caracteristica evaluada Aspergilosis  Mucormicosis n(%) P
Enfermedad hematoldgica 15 (32) 10 (32) 25(78.1)  0.683
Enfermedad no hematoldgica 5 (32) 2 (32) 7(21.8)
Con neutropenia 14(32) 8(32) 22(68.7) 1.00
Sin neutropenia 6(32) 4(32) 10(31.2)
Angioinvasion presente 12(32) 9(32) 21(65.6)  0.465
Angioinvasion ausente 8(32) 3(32) 11(34.4)

Grafica 2. Micosis invasora y factores de riesgo.
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Al evaluar con esta prueba las caracteristicas morfoldégicas de hifas septadas y
angulo de ramificacidbn para distinguir entre aspergilosis y mucormicosis, no tuvo

diferencias significativas para una especie en particular (cuadro 10).



Cuadro 10. Micosis invasora. Comparacion de la morfologia del hongo contra el cultivo

Caracteristica evaluada Aspergilosis  Mucormicosis P
Hifas septadas 5 (22) 1(22) 0.634
Hifas no septadas 11 (32) 5(3)
Dicotomizacion a 45° 9(22) 1(22) 0.162
Dicotomizacion >45° 7(22) 5(22)

El analisis de Kaplan-Meier para determinar la sobrevida por infeccién invasora por
especies de Aspergillus y Mucorales en asociacién con enfermedad hematoldgica, estado
neutropénico, presencia de angioinvasion y tratamiento tampoco mostré resultados
significativos (grafica 3). Los datos analizados del diagnéstico etiologico de los 32

pacientes se resumen en la cuadro 11.



Grafica 3. Micosis invasora. Curvas de sobrevida Kaplan-Meier. Correlacion entre

sobrevida acumulada y enfermedad principal subyacente (A), presencia de neutropenia

(B), angioinvasion (C) y tratamiento administrado (D).
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Cuadro 11. Micosis invasora. Diagndéstico etiologico por cultivo, histopatologia e

inmunohistoquimica en 32 pacientes

Nam. Terapia Organo
paciente antifungica Cultivo Histopatologia  Inmunohistoquimica

1 + pulmon A. fumigatus Aspergilosis Aspergilosis
2 + pulmon ND Aspergilosis Aspergilosis
3 + pulmén ND Mucormicosis Mucormicosis
4 + pulmon ND Mucormicosis Mucormicosis
5 + cuerda vocal A. fumigatus Mucormicosis SR

6 + pulmon ND Aspergilosis Aspergilosis
7 + pulmon ND Aspergilosis Aspergilosis
8 + pulmon Penicillium Mucormicosis Mucormicosis
9 + nasal Rhizopussp. Mucormicosis Mucormicosis
10 + nasal A flavus Aspergilosis Aspergilosis
11 + nasal Rhizopussp. Mucormicosis Mucormicosis
12 + pulmén A. fumigatus Mucormicosis Mucormicosis
13 + pulmon A. flavus Mucormicosis Mucormicosis
14 + pulmon A. flavus Aspergilosis Aspergilosis
15 + nasal ND Aspergilosis Aspergilosis
16 + nasal Moniliasitophila Aspergilosis Inespecifica
17 + nasal A. versicolor Aspergilosis Aspergilosis
18 + nasal A. flavus Aspergilosis Aspergilosis
19 + pulmén ND Aspergilosis Aspergilosis
20 + nasal A. versicolor Aspergilosis Aspergilosis
21 + piel Rhizopussp. Mucormicosis Mucormicosis
22 + nasal ND Aspergilosis Aspergilosis
23 + nasal A. versicolor Aspergilosis Aspergilosis
24 + nasal A. fumigatus Aspergilosis Aspergilosis
25 + pulmén A. fumigatus Aspergilosis Aspergilosis
26 + nasal A. flavus Aspergilosis Aspergilosis
27 + pulmon ND Mucormicosis Mucormicosis
28 + pierna Fusarium solani Micosis SR

29 + pulmén ND Mucormicosis Mucormicosis
30 + nasal A. fumigatus Micosis Aspergilosis
31 + yeyuno A. fumigatus Aspergilosis Aspergilosis
32 - pulmon A. fumigatus Aspergilosis Aspergilosis

ND = no desarrollo. NV = no valorable. SR = sin reaccion con los dos anticuerpos



DISCUSION

El diagndstico de enfermedad infecciosa en biopsia o espécimen quirurgico, implica
al patologo utilizar diferentes métodos que le ayuden a definir el agente causal, el tratar de
definir la especie del microorganismo y correlacionarlo con el tipo de dafio tisular.

Respecto a las infecciones por hongos localizadas o sistémicas con y sin
angioinvasion, la mayoria se diagnostican histolégicamente con tincion de hematoxilina-
eosina sola o en combinacion con tinciones de Grocott-Gomori y PAS. Sin embargo, la
histoquimica convencional no permite identificar infecciones por hongos morfolégicamente
similares y que potencialmente conlleven diferencias en el tratamiento.

En las dos ultimas décadas, la inmunohistoquimica con anticuerpos especificos
contra antigenos de hongos y bacterias ha mostrado relevancia como prueba diagnéstica
por su mayor sensibilidad y especificidad. "> Sin embargo, Guarner y Brandt informaron
que al utilizar anticuerpos mono o policlonales con inmunohistoquimica en contra de
antigenos fungicos, es requisito estandarizar la prueba por el laboratorio de patologia.'

Esto se debe a que existen varios factores que influyen en los resultados de la
inmunohistoquimica. Asi, se debe tomar en cuenta la fase preanalitica que implica el
tiempo entre la reseccion quirdrgica y la fijacion del tejido, el tipo del fijador utilizado y las
dimensiones de la muestra. Aparte de los factores analiticos, que incluyen el
procedimiento per se, la evaluacion pos-analitica es el punto primordial de la prueba.

En los trabajos publicados donde se utiliz6 inmunohistoquimica en infecciones
tisulares por hongos, no se establecen de manera precisa los parametros de la reaccién
para interpretarla como positiva o negativa. Jensen en su serie de infecciones micéticas
en bovinos, solamente refiere ausencia o presencia del cromégeno en el hongo.??*
Mientras que Choi en su grupo de aspergilosis en nifios, especificd que la reaccion puede

ser positiva en la pared, septo y citoplasma del hongo.16



Ante la sospecha clinica de infeccién invasora por hongos, el diagnéstico se torna
en una urgencia. Ante este panorama clinico, el estudio histopatolégico se considera
superior al estudio microbiologico, principalmente por el menor tiempo que se requiere
para emitir el diagnostico.

En patologia infecciosa se conoce que la especificidad del diagndstico
histopatoldgico es baja. Al respecto, y para mejorar esta situacion, el patologo recurre a
métodos complementarios tales como histoquimica convencional, inmunohistoquimica y
correlacion con el resultado del cultivo. Este ultimo por la frecuencia de resultados falsos-
negativos no cumple con los requisitos de estandar de oro, de tal forma que se considera
como estandar de referencia.

En el presente estudio, el paso previo a la evaluacion de la inmunohistoquimica en
infecciones micdticas, consisti® en determinar la concordancia inter-observador. Al
comparar el diagnostico realizado con H-E e histoquimica convencional (PAS y Grocott-
Gomori) el indice Kappa fue 0.85. Esta alta concordancia diagnéstica nos permitio verificar
que en el material seleccionado existia realmente infeccion por hongos. Mientras que el
analisis de concordancia diagndstica con anticuerpo monoclonal para Aspergillus sp. y
Mucorales resulté con indice Kappa 0.87. Este resultado demuestra que la
inmunohistoquimica no tiene beneficios evidentes comparativamente con el procedimiento
rutinario.

En nuestra serie, en dos resecciones de pulmon y en una biopsia de cornete nasal
con la clona Mab-WF-AF-1 (Dako Co, Carpinteria) anti Aspergillus se obtuvieron
resultados falsos-negativos. En estos casos el diagndstico con inmunohistoquimica fue
micosis no clasificada (n=1) y mucormicosis (n=2) por reaccion positiva con la clona Mab-
WSSA-RA-1 anti-Rhizomucor (Dako Co, Carpinteria). Sin embargo el aislado del cultivo
correspondié a A fumigatus (n=2) y A flavus (n=1). Este resultado al parecer no se ha

informado en la literatura ya que se cita que las especies A. terreus y A. nidulans como las



unicas que son negativas para la clona Mab-WF-AF-1 (Dako Co, Carpinteria) anti
Aspergillus. %

Los resultados con la clona Mab-WSSA-RA-1 anti-Rhizomucor no presenté falsos-
negativos, ya que la correlacion con el cultivo fue del 100%. Sin embargo, con esta clona
existieron resultados falsos-positivos, ya que en dos casos de aspergilosis fue positiva
(vide supra) y en otro el cultivo del pulmén reveld Penicillium/Cladosporium.

En la presente serie en una biopsia de mucosa nasal y con diagnostico histoldgico
de aspergilosis las dos clonas fueron positivas, pero el cultivo reportd Monilia
sitophila/Chrysonilia sitophila. Este hongo del género Neurospora se consideraba como
contaminante, pero se ha identificado como patégeno oportunista en humanos asi como
causante de asma ocupacional.?®

Este resultado discordante por reaccion cruzada, cuestiona la especificidad de los
anticuerpos monoclonales. Asi para este hallazgo no se tiene explicacién mas aun cuando
no existen informes al respecto. A esto se agrega que los casos informados de infeccion
por Monilia sitophila/Chrysonilia sitophila son infrecuentes.

En cuanto a las caracteristicas de los pacientes se observd que todos cursaban con
distintas enfermedades que causaron inmunosupresion. Por lo tanto en este tipo de
enfermos ante la sospecha clinica de micosis invasora, requieren de un diagnostico
urgente. En este panorama clinico el estudio histopatolégico con tinciones convencionales
resuelve el problema en la mayoria de los casos en 24 hrs. Asi al utilizar
inmunohistoquimica para incrementar la especificidad se torna en desventaja al prolongar
el periodo requerido para el diagndstico y aumentar el costo con escasos beneficios.

A esto se le suma, que antes de utilizar los anticuerpos monoclonales para micosis

el laboratorio esta obligado a estandarizar esta reaccion.



CONCLUSIONES

En esta serie de 32 casos, la concordancia inter-observador en el diagndstico de
micosis invasoras, en el departamento de Patologia del INCMNSZ, fue 6ptima con indice
Kappa 0.85.

La aplicacién de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales clona Mab-WF-
AF-1 (Dako Co, Carpinteria) anti Aspergillus y Mab- WSSA-RA-1 anti-Rhizomucor (Dako
Co, Carpinteria) permitié confirmar el diagndstico rutinario, pero sin superar la utilidad de la
histoquimica convencional. Esto, nos permite afirmar que los anticuerpos monoclonales no
se consideran necesarios para el diagndstico.

La evaluacion de los resultados de inmunohistoquimica en comparacion con los
cultivos fue divergente, ya que en 31% no hubo desarrollo del microorganismo. Esto
ratifica que el cultivo no es un estandar de oro. Situacion que nos lleva a proponer que
ante la posibilidad clinica de infeccién micética se recomienda que ademas de la obtencion
de muestras para estudio histopatologico se practique cultivo microbioldgico.

Las ventajas del estudio histopatoldgico en las infecciones invasoras por hongos
son rapidez en el diagndstico, identificacion del patégeno y de angioinvasion. Sin
embargo, en algunos casos el patélogo no logra clasificar la especie y solo se limita a

emitir el diagndstico genérico de infeccion por hongo filamentoso.
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