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Resumen

Las infecciones fliingicas han asumido un papel cada vez mas importante en la
practica clinica actual. Las claves para su diagnéstico radican, no s6lo en una
correcta anamnesis y examen fisico, sino también, en los métodos diagnosticos
complementarios; sin embargo, esto puede ser dificil, debido al reducido ntimero
de microorganismos en las lesiones y al lento crecimiento de algunos de ellos.

Por esta razon, se estan produciendo avances importantes para la identifica-
cion rapida y especifica de los agentes etiol6gicos, por medio de métodos mo-
leculares y deteccién serolégica de antigenos y anticuerpos flingicos; algunos
de estos métodos se estan implementando ya en nuestro medio, por lo que el
objetivo de esta revision fue describir, no sélo los métodos convencionales,
sino todas aquellas técnicas que faciliten el diagnostico oportuno de las infec-
ciones flingicas.

PALABRAS CLAVE: medios de cultivo, micosis, técnicas y procedimientos de la-
boratorio, reacciéon en cadena de la polimerasa.

Summary

Fungal infections have assumed an increasingly important role in current cli-
nical practice. The keys to diagnosis is not only a correct history and physical
examination, but also conventional diagnostic methods, but this may be diffi-
cult, due to the scanty number of microorganisms in the lesions and the slow
growth of some of them.

Therefore, important progress is being made, resulting in a rapid and specific
identification of etiological agents through molecular an serological detection
of fungal antigens and antibodies; some of these methods are being imple-
mented in our country, thus, the objective of this review wad to describe not
only the conventional methods, but all those techniques that facilitate early
diagnosis of fungal infections.

KEY worbps: Culture media, mycoses, laboratory techniques and procedures,
polymerase chain reaction.
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Introduccion

Las infecciones fingicas han asumido un papel cada
vez mas importante en la practica clinica actual, de-
bido al aumento del niimero de pacientes inmunosu-
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primidos' y a las altas tasas de resistencia a los medi-
camentos antifiingicos. Por ello, en las Gltimas décadas
se ha visto un notorio incremento en la incidencia de
infecciones fiingicas superficiales y profundas, cada
vez de mayor gravedad®“.
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FiGura 2. Recoleccién de muestra en lesién con descamacion.

Ficura 3. Recoleccion de muestra en paciente con onicomicosis
lateral distal.
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Ficura 4. Malassezia furfur, tinciéon con KOH.

Las claves para su diagnostico radican en una co-
rrecta anamnesis, un buen examen fisico y una acer-
tada sospecha epidemioldgica, principalmente en los
casos de micosis en areas endémicas; ademas de esto,
los métodos diagndsticos complementarios son fun-
damentales, teniendo siempre en cuenta su practica
oportuna, la correcta toma de la muestra, el adecuado
transporte, observacién, cultivo e identificacién del
agente etiologico>®.

Para hacer una adecuada toma de la muestra, se reco-
mienda la correcta preparacion del paciente; esta es una
etapa muy importante del estudio y tiene por finalidad
reducir al maximo la presencia de microorganismos
contaminantes o colonizadores, y evitar las sustancias
extrafas que interfieran en la observacién microscéo-
pica. La preparacién consiste en suspender todo medi-
camento sistémico o tdpico con accién antifingica, diez
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a quince dias antes de la obtencién de la muestra; asi-
mismo, suspender la aplicacion de pomadas, cremas,
esmaltes o polvos sobre la piel y ufias afectadas, tres a
cinco dias antes de la toma de la muestra; la zona se
debe lavar s6lo con agua y jabon de tocador; en el caso
de las uiias, se recomienda no cortarlas en la semana an-
terior a la obtencion de la muestra y, si la zona afectada
son los pies, después del Giltimo bafio se recomienda uti-
lizar zapato cerrado y medias, cuidando que no tengan
restos de talco’. Luego de estas indicaciones, y una vez
observadas las mismas, se procede a la recoleccién del
material, cuya técnica varia segiin la localizacién de la
lesion, como se vera mas adelante.

La recoleccién de la muestra es igualmente impor-
tante; no se deben emplear contenedores plasticos para
su almacenamiento, ya que se puede adherir a las pa-
redes de los mismos, lo que dificulta su recuperacion;
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de igual manera, el uso de portaobjetos de cristal tiene
el riesgo de pérdida del material por ruptura del vidrio
durante el transporte. El material obtenido se almacena
adecuadamente en un sobre o directamente en una caja
de Petri (FiGura 1) 8.

Segtn las caracteristicas de la lesién clinica, varia
también el método de recoleccion; cuando es una lesion
con descamacibn, se debe raspar el borde activo con un
bisturi, debido a que alli se encuentra una mayor can-
tidad de elementos flingicos viables, y cuando existen
lesiones satélites (por ejemplo, en la candidiasis), el
raspado se hace en dichas lesiones por ser las de mas
reciente aparicién (Figura 2)%°.

Otra técnica empleada en la recoleccion de escamas,
es la de la cinta pegante; para esta se aplica la cara ad-
hesiva de ésta sobre la piel que se va a estudiar, pre-
sionando enérgicamente; luego se despega y se coloca
sobre el portaobjetos. Este método es particularmente
atil en los pacientes con pitiriasis versicolor parcial-
mente tratada, en la que la descamacién es escasa®.

Cuando nos enfrentamos a una lesidén exudativa, no
se debe raspar porque seria un procedimiento cruento,
sino recoger el material con un aplicador estéril. Si la
muestra no se va a procesar inmediatamente, se prefiere
utilizar un aplicador con medio de transporte hiimedo,
ya que las levaduras pierden rapidamente la viabilidad
en los hisopos secos.

En las tifias del cuero cabelludo o de la barba, es im-
portante obtener los pelos arrancandolos con la raiz in-
tacta, ya que si se cortan, disminuye la sensibilidad de la
prueba; en las piedras (blanca o negra), que son infec-
ciones flingicas confinadas a la vaina del pelo, se debe
cortar la porcién suprafolicular de los pelos enfermos®.

En las onicomicosis, la toma de muestras también
varia en funcién del tipo de lesion clinica. En la onico-
micosis subungular lateral y distal, se debe recolectar
el material con bisturi y, ademas, cortar un fragmento
de la parte mas proximal de la ufia, la cual aunque es
menos accesible, también es la menos contaminada y
contiene los elementos flingicos mas jovenes y viables
(Ficura 3)". Esta misma técnica es la empleada al mo-
mento de recolectar muestras en pacientes con onico-
micosis subungular proximal y distréfica total. En aque-
llos casos en los cuales la onicomicosis se acompaina de
paroniquia cronica, se obtiene el material ungular mas
cercano a la cuticula, raspando con bisturi al igual que
en los casos anteriores, pero, ademas, con un hisopo es-
téril se debe obtener muestra de la secrecion asociada
haciendo una pequeiia incisién y posterior compresion
de la porcion lateral del dedo. En la onicomicosis blanca
superficial, no hay material subungular por lo cual,
para obtener la muestra, s6lo se raspa con el bisturi la
superficie de la placa ungular afectada’.
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El estudio micolbgico clasico por observacion, ana-
lisis e interpretacion del examen microscoépico directo
de la muestra, permite plantear un diagnéstico presun-
tivo rapido y la instauracion de un tratamiento precoz,
sin tener que esperar el crecimiento de los cultivos;
ademas, en algunos casos permite hacer un diagnostico
definitivo, como es el caso de la pitiriasis versicolor, la
paracocidioidomicosis y la criptococosis, que tienen
hallazgos microscopicos caracteristicos®. Se efectia en
fresco, con sustancias que favorecen la disgregacién de
la queratina y aclaran la preparacion. Estas sustancias
facilitan la visualizacién de las estructuras fngicas (mi-
celios, esporas o levaduras) por su alto indice de refrac-
cion. Sin embargo, tiene como principal desventaja su
baja sensibilidad y su incapacidad, en la mayoria de los
casos, para identificar la especie del microorganismo
patogeno. Por esta razén, con un examen microscopico
negativo no podemos afirmar que el paciente no tiene
infeccion®.

Son miltiples las técnicas de observaciéon microscé-
pica disponibles, entre ellas, la mas comtnmente utili-
zada ha sido el hidréxido de potasio (KOH) al 10 % o al
20 % con tinta Parker®, con dimetilsulféxido o sin é14.
El hidr6xido de potasio es queratolitico, por lo cual di-
giere el material proteico, aclara los pigmentos y separa
las células, lo que permite observar los elementos fin-
gicos presentes. Es muy (til para muestras de piel y para
todas aquellas que contengan células epiteliales. En los
pacientes con sospecha de pitiriasis versicolor, se puede
hacer el diagnoéstico definitivo ya que Malassezia furfur
se tifie intensamente de color azul y se observa una
imagen de “espaguetis y albéndigas” la cual es patog-
nomonica de esta enfermedad y no requiere de cultivos
ni otras pruebas diagnoésticas adicionales (Ficura 4).

Al momento de interpretar los resultados del examen
directo, debemos ser cuidadosos debido a que, frecuen-
temente, artefactos como burbujas de aire o restos de
algodon o medicamentos topicos previos, que con-
taminaron la muestra al momento de su recoleccion,
pueden verse microscopicamente muy similares a leva-
duras o hifas y, por consiguiente, el observador puede
dar resultados errados. Otra causa de error es el “efecto
mosaico”, el cual se presenta en muestras con mucha
queratina y se produce por acimulos de lipidos que se
asemejan a estructuras fangicas y que desaparecen al
flamear la preparacién. Otro método comiinmente uti-
lizado para la visualizacion en fresco de las muestras,
es el examen directo con solucién salina, en el cual se
agrega una gota a la muestra en un portaobjetos; las es-
tructuras fngicas se observan brillantes y ligeramente
verdosas, y en el caso de las levaduras pueden aparecer
con inclusiones?®.

La visualizacién con blanco calcofltior, se hace co-
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locando un poco de la muestra con una gota de KOH
sulféxido dimetilo mas una gota de calcofltior. Des-
pués de varios minutos se produce la clarificacién. Con
esta técnica se tifien los polisacaridos de la pared de
los hongos (verde brillante o blanco azulado) y es mas
sensible que la microscopia 6ptica clasica en fresco con
KOH, pero tiene como desventaja que exige el uso de un
microscopio de fluorescencia, el cual no esta disponible
en todos los laboratorios . Finalmente, y no por esto
menos importante, tenemos la tincién con azul de lac-
tofenol, la cual es muy til para preparaciones a partir
de cultivos. En ella, el fenol destruye la flora acompa-
fiante; el acido lactico conserva las estructuras fngicas
y el azul tifie la quitina de las paredes del hongo.

Otras tinciones que se han utilizado para la identifica-
cion de los hongos son la de Gram y la de plata metena-
mina (periodic acid-Schiff, PAS) son procedimientos ra-
pidos y sencillos y el altimo es especifico para hongos;
permiten la apreciacion de diferentes estructuras segn
la variacién de su contenido de polisacaridos. De esta
manera, las estructuras fangicas suelen ser Gram posi-
tivas y se tiflen de morado claro con la tincién de PAS.
Estas tinciones se utilizan, principalmente, para mues-
tras de tejidos obtenidas por biopsia‘®.

Sin embargo, a pesar de la rapidez para obtener un
diagnoéstico presuntivo mediante la observacién mi-
croscopica directa, el fundamento del diagnostico
etiolégico de todo proceso infeccioso es el cultivo de
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FiGura 5. Prueba positiva por
presencia de tubos germinales.

la muestra, el cual permite aislar e identificar el micro-
organismo causal y hacer las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana®.

Para el cultivo, se pueden emplear desde tubos ce-
rrados hasta cajas de Petri. La mayor area de superficie
de estas Gltimas, facilita el aislamiento y la dilucién de
sustancias inhibitorias en las muestras; sin embargo,
las cajas se contaminan con facilidad durante la incu-
bacion, por lo que es aconsejable sellarlas con cinta ad-
hesiva, mientras que los medios en tubo, por su parte,
tienen la ventaja de que no se deshidratan y se conta-
minan menos, pero en cambio, tienen menos superficie.

El medio de cultivo se debe seleccionar segiin la sos-
pecha etiologica y el tipo de muestra. En micosis superfi-
ciales, los medios habituales para aislar los hongos son
el agar con glucosa de Sabouraud y el agar con glucosa
de Sabouraud con cicloheximida (actidiona) y cloran-
fenicol. Este iltimo es de eleccion para el aislamiento
de hongos a partir de muestras muy contaminadas
con hongos saprofitos y bacterias®. Sin embargo, hay
algunas especies patégenas que también pueden ser
inhibidas (Candida no albicans, Scytalidium spp., Acre-
monium spp., Aspergillus spp. y Fusarium spp., entre
otros); por esta razon, es importante siempre emplear
medios con agentes inhibidores y sin ellos®.

Al hacer la siembra, siempre se debe utilizar toda la
muestra. En caso de aspirado de abscesos, el volumen
debe ser mayor de 2 ml. Cuando la muestra es pelos y
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raspados, se deben depositar directamente en el medio,
presionando para que queden adheridos; en el caso de
las uias, se pueden pulverizar o cortar en fragmentos e
introducirlos en el agar.

Las muestras deben incubarse a temperaturas entre
25y 37 °C. Un método facil para identificar hongos di-
morfos se basa en la temperatura de incubacién y con-
siste en incubar la misma muestra a 25 °C (temperatura
a la que crecen los hongos con micelios) y a 37 °C (tem-
peratura a la que crecen las levaduras). Algunos de los
hongos que presentan dimorfismo son: Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatidis, Paracoccidioides
brasiliensis, Coccidiodes immitis, Penicillium marneffei y
Sporothrix schenckii, entre otros®.

Los tiempos de incubacién varian en funcién de la es-
pecie: los dermatofitos suelen crecer entre 7 y 28 dias,
mientras que Aspergillus spp., Scytalidium spp. y las
levaduras, tienen un crecimiento mas rapido y pueden
identificarse en una semana'>*; sin embargo, siempre
se debe esperar un tiempo minimo de cuatro semanas
antes de considerar los cultivos como negativos?.

Al observar la colonia obtenida en el medio de cul-
tivo, es importante evaluar algunas caracteristicas ma-
croscopicas, como el color (hialino o dematiaceo) y la
textura (algodonosa, aterciopelada, granular, cerebe-
losa, etc.), antes de la visualizacién microscopica de
la muestra, debido a que nos puede orientar hacia el
agente etiol6gico causal®.

Otra técnica importante en que se usan los medios de
cultivo, es la prueba del tubo germinal para la identi-
ficacion de la especie en el caso de cultivos positivos
para levaduras; en esta se siembra la muestraen o,5a1
ml de suero humano o de conejo y se incuba a tempera-
tura de 35 a 37 °C por tres horas. Luego de este tiempo,
se observa al microscopio y es positiva si se observan
tubos germinales, lo que indica que se trata de C. albi-
cans o C. dubliniensis (Ficura 5), y es negativa cuando
no se observan tubos germinales, lo que sugiere otras
especies de Candida®°.

Sin embargo, se han desarrollado medios de cultivo
que facilitan la diferenciacion de las especies de Can-
dida, como lo hacen los medios diferenciales cromogé-
nicos para levaduras; éstos poseen cromogenos que co-
lorean las colonias segiin la especie (Ficura 6). El color
que toma la colonia varia dependiendo de la casa co-
mercial que fabrique el medio%?7-,

Cuando se trata de mohos, también se puede iden-
tificar la especie por medio de esporulaciéon en micro-
cultivos, método generalmente utilizado para iden-
tificar la especie en micosis intermedias. A partir de
un cultivo inicial, se hace la siembra en un trozo de
agar sobre un portaobjetos y se tapa con un cubreob-
jetos, en una caja de Petri estéril con camara hiimeda,
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sobre el cual va a crecer el hongo. Posteriormente, este
cubreobjetos se evalia por microscopia directa para
identificar la especie®,

Sin embargo, a pesar de todo lo anterior, el diagnos-
tico micolbgico de laboratorio puede ser dificil debido
al reducido ntimero de microorganismos presentes en
algunas lesiones, el lento crecimiento de algunos de
ellos yla dificultad para distinguir la colonizacién de las
superficies mucosas de la infeccion. Por ello, en los mé-
todos de diagnostico micoldgico se estan produciendo
avances importantes que permiten un diagnoéstico mas
rapido y eficiente, como sucede con las técnicas de bio-
logia molecular y la deteccién serolégica de antigenos
o de anticuerpos3*®, Algunos de estos métodos ya se
estan implementando en nuestro medio; sin embargo,
no reemplazan los métodos convencionales que tienen
gran utilidad y aportan informacién importante ante la
sospecha clinica3.

Desde 1992, con la publicacién de la secuencia com-
pleta del cromosoma III de Saccharomyces cerevisiae,
se inici6 una serie de avances en el conocimiento del

Ficura 6. Izquierda: agar con crecimiento de colonias de Candida
spp. Derecha: medio cromogénico para la identificacion de
especies de Candida, color verde claro para C. albicans y morado
para C. parapsilopsis.

genoma de los hongos 34, lo que ha permitido avanzar
en el desarrollo de las técnicas moleculares, ya que
en ellas el diagnéstico depende de la identificacion de
fragmentos de ADN o ARN del hongo en fuentes celu-
lares nucleares, extranucleares o ambas3*3%%. En la ma-
yoria de los sistemas de diagnéstico molecular se usa
la amplificacién de fragmentos genéticos basados en la
PCR3®%, La electroforesis en gel de campo pulsante es la
técnica estandar de referencia para tipificar la mayoria
de microorganismos con importancia clinica, por su ele-
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vado poder de discriminacién; sin embargo, es dificil de
llevar a cabo y su resultado demora mas de cuatro dias.

Existen otras técnicas moleculares, como la amplifi-
cacion de genes especificos por PCR34>4 la amplifica-
cion de secuencias aleatorias, 1a amplificacién de genes
housekeeping y la amplificacién de secuencias repetidas
de ADN; sin embargo, por sus altos costos, se utilizan
principalmente en estudios de investigacion, aunque en
nuestro medio ya se han implementado para el diagn6s-
tico de diversas infecciones micoticas.

Entre otros métodos que se han desarrollado en las
altimas décadas, encontramos la tecnologia de mi-
croarrays de ADN“, principalmente utilizada para el
diagnostico de micosis profundas por Aspergillus spp.
y Candida spp.*. Se basa en el disefio de sondas de
captura, a partir de la secuencia de las regiones espa-
ciadoras internas (Internal Transcribed Spacer, ITS)
de los genes que codifican para el ARN ribosomico®.
Tiene las ventajas de que actualmente se dispone de
iniciadores universales, validos para cualquier especie
fangica, y que las regiones ITS presentan un grado de
variabilidad suficiente como para permitir la distin-
cion de la especies®4546,

Finalmente, se ha desarrollado un método de diag-
nostico para las micosis invasoras que se basa en la
deteccion seroldgica de antigenos fingicos o de la
respuesta de anticuerpos que se produce durante la
infeccion#. La deteccion de antigenos flingicos puede
permitir un diagndéstico mas temprano de las infec-
ciones fngicas invasivas“®#, ya que, a diferencia de la
deteccion de la respuesta de anticuerpos, no necesita
tiempo de induccion de la respuesta inmunitaria y su
deteccién no se ve influenciada por el estado inmu-
nolégico del paciente ni por el inicio del tratamiento.
Son técnicas especialmente ttiles cuando el micro-
organismo causal crece lentamente o no crece en los
medios de cultivo, como es el caso de infecciones por
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis
y Penicillium marneffei, entre otras®s"52,

Es importante tener en cuenta entonces todas estas
herramientas, que son esenciales en el diagndstico de
las infecciones fngicas, las cuales han asumido un rol
cada vez mas importante en la practica clinica diaria;
esto se debe, no soélo al incremento en el uso de antibi6-
ticos de amplio espectro, sino también al nimero cada
vez mayor de pacientes inmunosuprimidos.
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