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Diagn!stico microsc!pico de las micosis

Jos" Llovo
Jos" Pont!n

14a.1. Fundamento

traste de fases [1]. No obstante, se han desaloolla

una serie de tinciones (tinta china, Giemsa, argent
Dentro de los metodos diagn€sticos micol€- cas, agentes quimiofluorescentes, etc.) para mejora

gicos independientes del cultivo que pueden reali- 12 sensibilidad de la tecnica.

zarse directamente sobre muestras clenicas hay que . ) . .

considerar el diagn€stico microsc€pico directo, la Las tecnicas microsc€picas directas son de

detecci€n de antegenos y la detecci€n de ,cidos gran utilidad en el estudio de muestras clenicas de
nucleicos especeficos del hongo. pacientes con micosis que afectan a la piel y muco-

sas, pero tambien son muy ftiles en el diagn€stico
El examen microsc€pico directo de una de micosis subcutneasy profundas.
muestra clenica correctamente tomada es el medio
m,s simple y r,pido de detectar una infecci€n ffngi
ca. Cuando los elementos ffngicos est,n presentes
en nfmero suficiente se puede establecer una orien

Dificultades de la microscop#a directa [2]

taci€n diagn€stica presuntiva, en ocasiones definit

va, y en pocos minutos informar al clenico, lo cual
permitir, la instauraci€n temprana de una terapia
antiffngica, siendo este uno de los factores esenci

les en el pron€stico de las micosis en los inmunode
primidos.

La microscopea sigue siendo una de las
herramientas m,s antiguas y ftiles del mic€loge cle
nico. Con frecuencia los hongos tardan en desarro-
llar las estructuras conidi€genas caracterestiess p
su identificaci€n definitiva. Por lo tanto, es damy
utilidad que, a la vez que se inoculan los med®s d

Un examen directo negativo nunca descarta una
infecci—n feengica. La sensibilidad de la tZcnica
puede estar entre 10°-10° elementos foengicos por
ml y puede depender del lugar anat—mico, tipo de
paciente, tinci—n y experiencia del observador.

La presencia de falsos positivos (gotas de grasa,
restos celulares, etc.), puede minimizarse con
un segundo examen o con la experiencia del
observador.

Posee una relativamente baja sensibilidad diag-
n—stica.

En la mayor’a de los casos, no es posible
identificar la especie foengica.

Qultivo, efectuar las tecnicas _microsc€picas_que, e
tiempo real (menos de 10 min), puedan orientar de
forma preliminar la etiologea del proceso.

No permite la realizaci—n de estudios de
sensibilidad a los antifeengicos.

En algunos casos, el diagn€stico microsc€pi-
co puede ser la fnica evidencia de infecci€n ffagic
Y, en otros, su negatividad puede sustentar l&-inte
pretaci€n de aislamientos como contaminantes. La
escasez de la muestra es, en la pr,ctica, la fnica
raz€n para no efectuar la observaci€n microsc€pica ) ) ) )
en beneficio del cultivo. EI examen microsc€pico _ El examen microsc€pico directo proporciona
puede tambien orientar la tecnica de cultivo un diagn€stico definitivo si se observan elementos
(medios, temperatura, tiempo de incubaci€n, pre- ffngicos patognome€nicos: c,psula @yptococcus:
cauciones especiales de bioseguridad) e, incluso, s neoformanscelulas muriformes en cromoblastomi-
inutilidad por tratarse de pat€genos enigmiticos no Cosis, levaduras pequelas intracelulares de
cultivables comaRhinosporidium seeberi, Lacazia Histoplasma capsulatunguistes tepicos dB. jiro-
loboi o Pneumocystis jiroveci veci, levaduras con brotes de base ancha de

Blastomyces dermatitidi€-igura 14a.1)levaduras

Los metodos usados para la visualizaci€n con gemaci€n multipolar en rueda de tim€n de
ffngica difieren en algunos aspectos de los de lasParacoccidiodes brasiliensi§-igura 14a.2)p las
bacterias; el mayor tamalo de los hongos hace, esferulas deCoccidiodes immitigTabla 14a.1)
generalmente, innecesarios la tinci€n de frotis ) ) ]
secos; en su lugar son m,s utilizadas las preparaci El examen directo tambisn es muy importan-
nes directas en fresco con o sin lsquidos de n@ntaj te para interpretar el crecimiento de hongos oportu
y clarificaci€n. La mayorea de los hongos se pueden nistas o contaminantes; p. ej. visualizaci€n de
detectar sin tinci€n, en la mayor parte de las mues €lementos ffngicos anchos y no septados en mues-
tras clenicas como esputos, orinas, exudados y LCR,tras de lesiones r,pidamente invasoras de las gue s
usando siempre que sea posible microscopea de conpuede, o0 no, aislar un zigomicétagura 14a.3)

14a.2. Examen microsc!pico
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Diagnestico microscepico de las micosis

Figura 14a.2. Tinci—n con blanco de calcoflceor d@. brasiliensis.
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Figura 14a.3. Microscop’a de campo brillante (a) y tinci—n con blano
de calcofloeor (b) de una zigomicosis rinocerebral.

Tabla 14a-1. Identificacien presuntiva mediante microscop'a dire cta.

- Candidiasis. En las candidiasis superficiales es muy frecuente la observaci—n de levaduras, pseudohifas y filamentos.
La infecci—n invasora porC. albicans puede sospecharse en preparaciones histol—gicas teidas con PAS o Plata-
metenamina al observar una mezcla de levaduras, pseudohifas e hifas en el tejido, mientras que la observaci—nsola-
mente de cZlulas levaduriformes sugiere la infecci—n pr C. glabrata. Un aumento de la sensibilidad de estas tZcnicas
puede lograrse con la utilizaci—n de fluorocromos como el Binco de Calcoflceor, el Blankophor P y el Rojo Congo [3-6].
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- Criptococosis. La detecci—n deC. neoformans puede realizarse de forma directa sobre muestra cl'nica, especialmente
cuando se trata de meningitis criptoc—cica. La elecci—de la tZcnica de visualizaci—n empleada (microscop’adirecta,
tinta china o Calcofloeor) var'a segcen la experiencia deobservador, pero sin olvidar que la detecci—n de ant'geno es
mucho mis sensible.

- Neumocistosis. El examen microsc—pico se utiliza para detectar las fomas tr—ficas y quistes deP. jiroveci habitual-
mente en muestras respiratorias. Es importante tener en cuenta que el esputo debe ser inducido. Incluso en el esputo
inducido, muchas veces no se consigue apreciar este microorganismo, por lo que si se sospecha una neumon’a por
P. jiroveci debe procederse a la realizaci—n de un lavado broncoalveola (LBA).

- Aspergilosis. La observaci—n de fragmentos de hifas paralelas, tabicads y ramificadas en ¥ngulo agudo es sugestiva
de aspergilosis en muestras respiratorias y en preparaciones histol—gicas. Aunque las muestras cl'nicasdel tracto
respiratorio mis frecuentes son los esputos, las que presentan una mayor rentabilidad diagn—stica son las obteidas
mediante fibrobroncoscopia, como el LBA.

- Micosis superficiales y cut'neas. La observaci—n de filamentos con bordes paralelos y aroconidias en una muestra
procedente de un paciente con sospecha de dermatomicosis (Figuras 14a.4 y 14a.5) es altamente sugerente de una
infecci—n por un dermatofito y permite la instauraci—n dan tratamiento precoz que deberf confirmarse tras conocer
los resultados del cultivo. La presencia de hifas tortuosas o conidios redondeados orienta hacia mohos no dermato-
fitos. La presencia de levaduras y pseudohifas orienta a una etiolog’a candidifsica. El diagn—stico de pitiriass versi-
color se confirma al visualizar conjuntamente estructuras levaduriformes redondeadas y micelios (Oalbrdigas con
espaguetisO)Figura 14a.6).
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Diagn!stico microsc!pico de las micosis

Para la identificacien presuntiva del patege-
no f€ngico son muy €tiles ciertas claves de orienta
cien diagnestica(Tabla 14a.2)

Figura 14a.6. Tinci—n con blanco de calcofloeor de una pitiriasis
versicolor.

14a.2.1. Tipos de
observaci!n microsc!pica

Las tlcnicas instrumentales m"s utilizadas
son la microscop#a de campo brillante y la de fluo-
rescencia.

14a.2.1.1. T"cnicas de microscop#a
con campo brillante

El microscopio de campo brillante es el equipo dis-
ponible en la generalidad de los laboratorios de
microbiolog#a. La mayor#a de los hialohifomicetos
(no demati“ceos) tiene un bajo #ndice de refraccien

Figura 14a.4. Microscop’a de campo brillante (a) y tinci—n con por lo que el uso del contraste de fases ayuda de

blanco de calcoflceor (b) de unaTinea corporis. forma muy notable en la deteccien de las estrustura
f€ngicas cuando no se utilizan colorantes [1,7,8]
(Figura 14a.7)
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Es una t!cnica sencilla que permite la obser-
vacien inmediata de la muestra cl#nica. Su utilidad
en el diagnestico de las micosis superficiales ga s
ha comentado en el Cap#tulo 4. En el caso de sospe-

Figura 14a.5. Tinci—n con blanco de calcolfoeor de una onicomicosis
por Onichocola canadiensis.

Figura 14a.7. Microscop’a de contraste de fases de un esputo de
un paciente con aspergilosis pulmonar por A. fumigatus.
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Tabla 14a.2. Gula de identificacien presuntiva, tras observacisn microscepica directa de la muestra.

Muestras de piel y anejos

A) Pelos
1. Presencia de n—dulos:
a) Negros y duros: Micelio pigmentado con ascosporas fusiformes. Piedra negra (Piedraia hortai).
b) Blancos y blandos: Pseudomicelio artrosporado y cZlulas gemantes. Piedra blanca ( Trichosporon spp.).
2. Ausencia de n—dulos: Presencia de artroconidios segcen la sposici—n del micelio y talla de esporas:
a) Endotrix (Trichophyton spp.)
b) Ectotrix (Microsporum spp. y Trichophyton spp.).
B) U"as
1. Pseudohifas y levaduras (Candida spp.)
2. Hifas:
a) Hialinas:
Bordes paralelos: Dermatofitos ( Trichophyton spp., Microsporum spp. y Epidermophyton spp.)
Bordes irregulares: No dermatofitos (Scopulariopsis spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Onychocola spp., etc.).
b) Pigmentadas (Scytalidium simidiatum).
C) Escamas de piel
1. Hifas cortas y accemulos de levaduras (alassezia spp.).
2. Hifas hialinas: Dermatofitos.
3. Hifas pigmentadas (Scytalidium, Exophiala werneckii).

4. Pseudohifas y levaduras:
a) Hialinas (Candida spp.).
b) Pigmentadas (Exophiala werneckii).

Muestras de exudados, biopsias, etc.

1. Hifas y pseudohifas sin levaduras:

a) Hifas con septos:
Hialohifomicosis: Filamentos hialinos correspondientes a multitud de hongos indistinguibles microsc—picamente
Aspergillus spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp., Pseudoallescheria spp., etc.
Feohifomicosis: Micelio pigmentado producido por hogos dematifceos: Cladosporium spp., Exophiala spp.,
Phialophora spp., etc.

b) Hifas sin septos o muy infrecuentes: Hifas anchas de 3-30 um, irregulares, ramificaciones en fngulo recto.
Zigomicetos: Absidia spp., Mucor spp., Rhizopus spp., etc.
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2. Hifas y pseudomicelio con levaduras: Candida spp., Trichosporon spp., Blastoschizomyces spp., etc.

3. S—lo estructuras redondeadas:

a) CZlulas gemantes sin formar cadenas:
Ditmetro de 2-5 um: Histoplasma capsulatum var. capsulatum, levaduras ovoides dentro del sistema ret'culo
endotelial.
Difmetro > 5 um:

- Cuello estrecho entre cZlula madre e hija: Cryptococcus neoformans (cZlulas de 2-20 pum, tama—o variable, con
una o varias yemas y producci—n de ctpsula) Paracoccidiodes brasiliensis (cZlulas de 5-60 um, gemaci—n mul-
tipolar perifZrica). Histoplasma capsulatum var. duboisii (cZlulas de 7-15 pum y origen africano).

- Cuello o base de gemaci—n anchaBlastomyces dermatitidis (levaduras de 8-20 pm).

b) CZlulas formando cadenas: Lacazia loboi (cZlulas de 5-15 um, con forma de lim—n, con istmo prorinente y estre-
cho y origen sudamericano).

¢) CZlulas levaduriformes con septos en un plano: Penicillium marneffei (cZlulas de 3-5 um, origen sudeste asittico).

d) CZlulas levaduriformes con septos en dos planos: Con paredes pigmentadas formando cuerpos escler—tos o
cZlulas fumagoides (Fonsecaea spp., Cladosporium spp., Phialophora spp., etc.).

e) Presencia de esfZrulas:

- Con endosporas: Coccidioides immitis (esfZrulas de 30-60 pm, con endosporas de 2-4 um, origen americano).
Rhinosporidium seeberi (esporangios de 100-300 pm, presentes en mucosa hasal y conjuntiva). Prototheca
spp. (alga con disposici—n de endosporas en radio de rueda).

- Sin endosporas: Emmonsia parva.
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Figura 14a.19. Tinci—n con blanco de calcoflceor de una esofagitis
candiditsica utilizando un filtro Filtro UV-2A.
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