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VALOR DE LOS METODOS DIRECTOS E INDIRECTOS DE DIAGNOSTICO EN LAS

MICOSIS SISTEMICAS ASOCIADAS AL SIDA.

A ARECHAVALA, A.M. ROBLES, R. NEGRONI, M.H. BIANCHI & A. TABORDA

RESUMEN '

Durante 5 afios se estudiaron 117 pacientes-con micosis sistémicas asociadas al SIDA:
74 criptococosis, 39 histoplasmosis y 4 con ambas enfermedades. Para el diagndstico
analizamos los siguientes materiales: escarificaciones de lesiones cutdneas o mucosas,
aspirados de médula dsea, secreciones bronquiales, biopsias de diversos 6rganos, liquido
cefalorraquideo, hemocultivos y sueros para determinaciones seroldgicas. Fueron estudia-
das en total 203 muestras de pacientes con histoplasmosis, €l 46.3% de las mismas acus6
la presencia de H. capsulatum. Las escarificaciones cutdneas exhibieron la mayor sensi-
bilidad (94.7%), seguidas por las biopsias (80%) y los mielocultivos (42.1%). La demos-
tracién de anticuerpos circulantes por medio de 3 pruebas serolégicas y con de 2 antigenos
especificos dio resultados positivos en el 45.4% de los pacientes. Se estudiaron en total
413 especimenes de pacientes con criptococosis, la confirmacién diagnéstica fue posible
en ¢l 69% de'las muestras. El mayor rendimiento se obtuvo con el LCR (89.5%), le
seguicron en sensibilidad los hemocultivos (61.2%), las escarificaciones cutdneas (42.9%)
y los urocultivos (41.7%). La bisqueda de antigeno en los fluidos organicos fue positiva
en casi todos los casos. La revisién que presentamos permitird una bisqueda mds racional

y rdpida de los métodos de diagnéstico en las micosis asociadas al SIDA.

UNITERMOS: Histoplasmosis; Criptococosis; Micosis y SIDA.

INTRODUCCION

La criptococosis es la micosis sistémica aso-
ciada al SIDA que se presenta con mayor frecuen-
cia en todo ¢l mundo. La incidencia relativa de esta
micosis no es igual en todas las 4reas. En los Esta-
dos Unidos es observada en el 10% de los casos de
SIDA® en tanto que en Africa llega al 20% en
algunas zonas®”, El diagndstico de laboratorio de
esta infeccién tiene un gran interés debido a su
gravedad y su cuadro clinico poco caracteristi-
co“61020_ §i bien la mayor parte de los casos de
criptococosis se presenta como meningoencefalitis,
se¢ han comprobado casos de criptococcemia sin
ataque al sistema nervioso central, asi como enfer-
mos que sélo presentaron fiebre e infiltrados
pulmonares®’?,

La histoplasmosis fue reconocida como enfer-
medad marcadora del SIDA en las dreas donde es
endémica®3#2”, Sy frecuencia relativa parece ser
similar en los Estados Unidos y en Ia Argentina (5
a 6% de los casos de SIDA). La mayoria de los
pacientes exhiben la forma diseminada subaguda

it

de histoplasmosis con localizaciones miiltiples.
Las manifestaciones clinicas mds frecuentes en
nuestros pacientes fueron lesiones cutineas, fiebre,
pérdida de peso y anemia, le siguieron
hepatosplenomegalia, adenomegalias y dlceras
mucosas. El prondstico de esta micosis es grave
aunque, en general, la respuesta al tratamiento
antifiingico es algo mejor que la observada en
criptococosis®,

Este trabajo es un estudio retrospectivo desti-
nado a valorar el indice de positividad de los exa-
menes micoldgicos y seroldgicos realizados con el
propésito de diagnosticar ambas micosis en enfer-
mos con SIDA.

Las muestras fueron seleccionadas de acuerdo
a las manifestaciones clinicas de la infeccién. Te-
niendo en cuenta que la criptococosis y la
histoplasmosis asociadas al SIDA se manifiestan
como infecciones generalizadas fueron examina-
dos, con frecuencia, hemocultivos.

Direcci6n para correspondencia: Prof. Dr. Ricardo Negroni, Hospital de Infecciosas “Francisco J. Muiiiz”. Uspallata 2272. (1282)

Buenos Aires, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS
1. Pacientes:

En un lapso de 5 afios se estudiaron un total de
117 pacientes con SIDA, de los cuales 74 padecfan
criptococosis, 39 histoplasmosis y 4 presentaban
ambas afecciones.

Los enfermos con histoplasmosis tenian eda-
des comprendidas entre los 18 y los 48 afios, con
una media de 31 afios y los de criptococosis entre
18 y 47 afios, con un promedio de 27.4 afios de
edad.

Nueve de los 78 enfermos de criptococosis
(11.5%) y 4 de las 43 histoplasmosis fueron de
sexo femenino (9.3%).

2. Métodos de diagnostico:
2.1. Materiales analizados.

a) Escarificaciones cutineas y mucosas: Se
realiz6 una anestesia local de l1a zona con lidocaina
al 1%. La antisepsia de la piel se llev6 a cabo con
solucién de povidona-yodo al 1% y se procedié a
eliminar las costras o secreciones superficiales con
una gasa estéril embebida en solucién salina
isoténica estéril. Seguidamente, se raspé el fondo
de la dlcera con una hoja de bistur{ descartable y el
material obtenido se dispuso sobre 3 portaobjetos
esterilizados a la llama. El resto del material ex-
traido se suspendié en un tubo con agua destilada
estéril para cultivo posterior,

b) Médula dsea: Se procesaron materiales ob-
tenidos por puncién de médula dsea, recogidos con
heparina en tubos estériles. Parte de estas muestras
fueron destinadas a la realizacién de extendidos
para exdmenes microscépicos y el remanente fue
cultivado.

¢) Secreciones bronquiales: Se recibieron
muestras de expectoracién, lavado bronquial y la-
vado broncoalveolar en frascos estériles. Los dos
iltimos materiales se centrifugaron a 2000 rpm du-
rante 5 minutos. Con el sedimento se efectuaron
los exdmenes microscopicos y los cultivos.

d) Biopsias: Estas fueron divididas en dos
porciones, una se coloc6 en formol al 10% para el
estudio histopatoldgico y la otra en un frasco esté-
ril con agua destilada para el examen micolégico.
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¢) Liquido cefalorraquideo: Obtenido por
puncién lumbar, la muestra fue centrifugada a
2000 rpm durante 5 minutos y con el sedimento se
realizaron exdmenes microscépicos y cultivos. Par-
te del sobrenadante se conservé a -20°C para el
dosaje de antigenos polisacdridos del C.
neoformans.

f) Orina: Se obtuvieron las muestras en fras-
cos estériles, previa higiene de los genitales exter-
nos y eliminacién del primer chorro de orina. Las
muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm durante
5 minutos y el sedimento fue empleado para los
estudios microscépicos y los cultivos. El
sobrenadante se utiliz6 para la bisqueda de
antigeno del C. neoformans, previa conservacién

a -20°C. En algunos casos se realiz6 masaje
prostz'mco previo.

g) Hemocultivos: La antisepsia de la piel fue
realizada con povidonayodo al 1% y se obtuvieron
muestras de sangre venosa, de 5 a 8 ml cada una.
Estas fueron sembradas inmediatamente en frascos
con medio de caldo tripteina soya. El volumen de
sangre cultivada estuvo en relacién del 10% con
respecto al medio de cultivo,

h) Sueros: Se extrajeron 10 ml de sangre
venosa, sin anticoagulante. El suero fue separa-
do por centrifugacién, fueron descartados los
sueros hemolizados y los restantes se conserva-
ron a -20°C.

2.2, Exdmenes microscépicos.

a) Preparaciones al estado fresco: Se colocé
una gota del matep;al entre porta y cubreobjetos.
En el caso de biopsias se preparé una impronta
sobre un portacbjetos esterilizado a la llama. El
examen microscopico se llevé a cabo con 100 y
400 aumentos. En el caso de los liquidos
cefalorraquideos, esta preparacion fue realizada
con una gota de tinta china diluida. Esta se prepar6
mezclando partes iguales de tinta china Pelikan®
con agua destilada estéril y se le agregaron
mertiolato de sodio hasta concentracion final 1/
10000 y tween 80 al 1%.

b) Coloracién de Giemsa: Las preparaciones
fueron fijadas con metanol y tefiidas con solucién
de Giemsa Merck® al 10% durante 30 minutos.

En algunos casos se efectuaron preparaciones
tefiidas por los métodos de Ziehl-Neelsen y Gram.
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2.3. Cultivos:

Todos los materiales excepto los hemocultivos
fueron sembrados en los siguientes medios: agar-
miel de Sabouraud (miel al 4% y extracto de leva-
dura al 0.5%), agar-infusién de cerebro y corazén
y agar caldo glicerinado al 5%. Los dos primeros
fueron adicionados de estreptomicina vy
cloranfenicol hasta una concentracién final de 100
pg/ml. Los materiales sembrados en medio de
Sabouraud se¢ incubaron a 28°C en tanto que los
restantes medios se mantuvieron a 37°C. El desa-
rrollo de hongos fue controlado semanalmente has-
ta 4 semanas.

Los hemocultivos se incubaron a 37°C y se
efectuaron resiembras en agarmiel de Sabouraud a
los 4 y a los 14 dias posteriores, éstos se controla-
ron diariamente durante 15 dias.

La identificacién de las colonias se llevé a
cabo por el estudio macromorfolégico y
micromorfolégico, este iltimo realizado en prepa-
_raciones montadas con azul de lactofenol o tinta
china. En el caso de comprobarse el desarrollo de
levaduras capsuladas se llevaron a cabo los si-
guientes estudios: reaccién de ureasa en medio de
Christensen, auxanograma de carbono y de
" nitrégeno segiin un método expuesto con anteriori-
dad“"® con soluciones de aziicares al 20% y de ni-
trato de potasio al 2%, determinacién de
fenoloxidasa en medio de extracto de semilla de
girasol®™ y estudio de pares serotipicos en medio
de SALKIN & HURD®@%,

2.4. Métodos indirectos:

a) Se realiz6 la bisqueda de anticuerpos
séricos contra H. capsulatum por medio de las

pruebas de inmunodifusién en gel de agar,
contrainmunoelectroforesis en gel de agarosa y
prueba de fijacién de complemento por
microtitulacién, las técnicas utilizadas fueron las
recomendadas por la Organizacién Panamericana
de la Salud®®'” y ZAROR et al.®®, Los antigenos
empleados fueron un reactivo metabélico de la
fase filamentosa y otro citoplasmatico de la fase
levaduriforme, sus procedimientos de obtencidn
han sido expuestos en trabajos anteriores® 2,

b) Se detectaron antigenos circulantes de
Cryptococcus en muestras de suero, liquido
cefalorraquideo y orina por medio de pruebas de
aglutinacién de particulas de litex sensibilizadas
(Latex-Crypto Antigen Detection System,
IMMY® CR-1005. Immuno-Mycologics. Norman
OK, USA).

RESULTADOS
a) Histoplasmosis:

En la tabla N® 1 se presentan los resultados de
las 203 muestras que sirvieron para el diagnéstico
de los 43 casos de histoplasmosis.

.

Se obtuvieron resultados positivos en mas de
un tipo de muestra en 30 pacientes (69.8%). Estos
datos se presentan en la tabla N2 2.

Del total de enfermos diagnosticados con un
solo tipo de muestra, 8 fueron escarificaciones cu-
tdneas, 3 biopsias, 1 médulocultivo y 1 lavado
broncoalveolar. En los restantes pacientes, las aso-
ciaciones de materiales positivos mds frecuentes
fueron: escarificacién cutdnea y serologia positiva
en 15 casos, escarificacién cutdnea y hemocultivo

Tabla 1
Resultados del estudio de 203 examenes micologicos en 43 pacientes con histoplasmosis asociada al
SIDA
TIPO DE MUESTRA POSITIVA NEGATIVA % DE POSITIVIDAD
Escarificaci6n cutdnea 36 2 94.7
Mielocultivo 8 11 ' 421
Biopsia 12 3 80.0
Secrecién bronquial 5 19 20.8
Hemocultivo 12 23 342
LCR 1 21 45
Otros materiales 4 11 26.7
Serologia 15 18 454
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en 11 enfermos y escarificacién cutdneo y
mielocultivo en 6 casos.

Las pruebas seroldgicas se llevaron a cabo en
35 pacientes, sus resultados se exponen en la tabla
N3,

b) Criptococosis:

En la tabla N2 4 se consignan los resulados de
1as 413 muestras analizadas para el diagndstico de
los 78 casos de criptococosis.

En 63 de los 78 pacientes con criptococosis
(80.8%) se encontraron resultados positivos en
mds de un tipo de muestra examinada. Los datos se
consignan en la tabla N° 5.

En 15 pacientes se encontré C. neoformans
en una sola muestra, éstas fueron: liquido
cefalorraquideo 6, hemocultivos 6, lavado
broncoalveolar 1, esputo 1 y liquido pleural 1. Los

otros materiales en los cuales se cultivé C.
neoformans fueron: biopsia hepatica en 2 casos,
pus de flemén 1 y secreciones bronquiales en 2
pacientes.

CONCLUSIONES

En un trabajo anterior pudimos comprobar que
la histoplasmosis asociada al SIDA presenta, en
nuestro medio, manifestaciones generales tales
como fiebre, pérdida de peso y anemia en el 100%
de los casos y sintomas focales como lesiones cu-
tineas (23/25 pacientes) pulmonares (19/25),
hepatosplenomegalia (16/25), adenomegalias (15/
25) y ulceras mucosas en 6 @,

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, las
escarificaciones cutdneas resultaron ser el estudio

Tabla 3
Resultados de las pruebas serologicas en pacientes
con histoplasmosis asociada a SIDA

Tabla 2

Resultados positivos en varias muestras en 43 casos ~ Tipo de reaccién Resultado
de histoplasmosis asociada al SIDA Serologica Positivo ¢ 4. positividad
Nimero de Numero de Inmunodifusién 10/33 30.3
muestras pacientes % Contrainmunoe-

4 5 1.7 lqguq{oresis 15735 428

3 13 302 Fijacién de com-

2 12 279 plemento 11726 423

. Se consideraron como resultados positivos a los que

Total de pacientes 30 69.8 reaccionaron con cualquiera de los dos anﬁgcnosquﬁlizados

Tabla 4

Resultado del estudio de 413 muestras para el diagnostico de 78 casos de criptococosis y SIDA
Tipo de muestra Positivas Negativas % de positividad

D¥ (C* D C D C
LCR 56 60 11 7 83.6 89.5
Hemocultivo 41 26 61.2
Orina 17 20 31 28 354 41.7
Mielocultivo 1 4 : 20.0
Escarif. cutidneo 4 3 16 4 200 429
Secrecién bronquial 3 5 26 22 10.3 18.5
Otros materiales 2 4 15 13 11.8 235
Deteccion de antigenos
LCR 56 4 93.3
Suero 51 1 98.1
Orina 43

* D: Examen directo; C: Cultivos.
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Tabla §
Resultados positivos en mas de un tipo de muestra
en 78 casos de criptococosis asociada a SIDA

Numero de muestras Numero de
positivas pacientes %
6 5 6.5
5 7 9.0
4 9 11.5
3 22 282
2 20 256
Total de pacientes 63 80.8

de mayor rendimiento con 94.7% de positividad.
Igualmente fueron itiles las biopsias de lesiones
mucosas y ganglionares (80%).

Los mielocultivos y los hemocultivos pueden
resultar materiales de interés diagnéstico, dado que
su porcentaje de eficacia es del 42.1% y 34.2%
respectivamente. Son particularmente importantes
en los pacientes que no presentan lesiones focales
fAcilmente abordables y su realizacion frecuente ha
permitido también el diagndstico de criptococosis
asociada en 4 casos.

A pesar de tratarse de pacientes con graves
trastomos de la inmunidad mediada por células,
cuya integridad es necesaria para el procesamiento
de los antigenos de H. capsulatum, se obtuvo un
45.4% de resultados positivos con alguna de las
tres técnicas seroldgicas empleadas con dos
reactivos diferentes. La contrainmunoelectroforesis
resultd ser la prueba serol6gica mis sensible.

La biisqueda de anticuerpos no ha sido realiza-
da en forma sistemdtica en los pacientes con
SIDA, la mayor parte de los autores sostiene que
este procedimiento es poco util debido a la fre-
cuencia de falsos negativos. Proponen, en su reem-
plazo, la bisqueda del antigeno especifico en
muestras de suero 'y orina  por
radioinmunoensayot®,

Si se compara nuestra experiencia con la de
otros paises, particularmente en Estados Uni-
dos®121® llama la atencién la elevada frecuencia
de lesiones cutdneas en nuestros enfermos y su
gran importancia diagndstica.

En relacién con este hallazgo hay dos interpreta-
ciones posibles, en nuestros casos s6lo se diagnosti-
caron aquellos que presentaban este tipo de lesiones o

el H. capsulatum de Sudamérica posee un elevado
dermotropismo. Si la primera aseveracién fuese cierta
tendriamos que haber observado un porcentaje mas
bajo de casos de histoplasmosis en pacientes con
SIDA. Se diagnosticaron 43 casos en 979 enfermos
con SIDA (4.4%). Este indice de positividad es simi-
lar al detectado en los Estados Unidos.

En un estudio previo, sobre 43 casos de
criptococosis asociada a SIDA®®, pudimos com-
probar que las manifestaciones clinicas mis fre-
cuentemente observadas fueron un sindrome infec-
cioso general con fiebre, decaimiento y pérdida de
peso, un cuadro neurolégico con cefalea, vémitos,
alteraciones de la conciencia y manifestaciones
respiratorias caracaterizadas por tos e infilerados
pulmonares. Debe destacarse la ausencia de un
sindrome meningeo completo en la mayoria de es-
tos enfermos y la existencia de criptococcemias sin
compromiso del sistema nervioso central.

La visualizacién y el aislamiento del C.
neoformans en el liquido cefalorraquideo y la
deteccidn de antigeno polisacarido en los distintos
fluidos orgédnicos fueron los procedimientos de
diagnéstico mds sensibles. Merece ser destacado el
elevado rendimiento para el diagnéstico de los
hemocultivos (61.2%) y los urocultivos (41.7%).
Estos resultados debe tenerse especialmente en
cuenta en aquellos casos en los que es riesgosa la
obtencién de liquido cefalorraquideo por puncién
lumbar debido a la existencia de un sindrome de
hipertensién endocrancana muy marcado. Si se
asocia la realizacion de hemocultivos y urocultivos
con las determinaciones de antigeno capsular en
suero y orina seria posible diagnosticar casi la tota-
lidad de estos casos.

En el 80.8% de nuestros pacientes se obtuvie-
ron resultados positivos en mds de un tipo de
muestra.

Estos hallazgos coinciden con el caricter de
enfermedad diseminada y multifocal que presenta
la criptococosis asociada al SIDA en diversas par-
tes del mundo®#%, Sélo llama la atencidn la baja
frecuencia de lesiones cutdneas, 4/78 casos {5.1%),
si se la compara con la observada en otras dreas®,
La frecuencia relativa de criptococosis en SIDA
que observamos en nuestros pacientes (78/979 ca-
sos, 8%) es semejante a la comprobada en otros
pafses del hemisferio occidental®.

Finalmente merece destacarse el gran niimero
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de muestras procesadas (616) para el diagndstico
de 117 casos de micosis sistémicas, lo que implica
un considerable aumento de los costos asi como de
un incremento en la horas dedicadas al estudio de
este tipo de enfermos.

Este trabajo es una revision de lo realizado por
la Unidad Micologia del Hospital de Infecciosas
“Francisco J. Mufiiz” de Buenos Aires y su propéd-
sito fundamental fue elaborar un protocolo a partir
de los datos obtenidos, que permita reducir el ni-
mero de muestras analizadas. De lo comprobado
en este estudio podriamos sintetizar que en el caso
de la histoplasmosis las escarificaciones cutdneas y
el estudio de mielocultivos o biopsias de otras le-
siones focales permitirdn el diagndstico de la ma-
yor parte de los casos. En la criptococosis, la deter-
minacién de antigeno capsular en suero y el exa-
men del liquido cefalorraquideo en los pacientes
con compromiso neuroldgico, sern suficientes en
1a mayoria de los casos.

SUMMARY

Efficacy of different diagnosis methods in sys-
temic mycoses associated with AIDS

One hundred and seventeen patients suffering
systemic mycosis and AIDS were studied during 5
years in the Muitiz Hospital of Buenos Aires City.
Seventy four of them presented cryptococcosis, 39
histoplasmosis and 4 both mycoses.

The following specimens were studied for the
diagnosis: skin and mucous membrane scrapings,
bone marrow aspirations, bronchial secretions, bi-
opsies of different organs, cercbral spinal fluid and
blood cultures. Sera were also collected for sero-
logic tests.

A total of 203 samples from patients with
histoplasmosis were studied, 46.3% of them
showed H. capsulatum in microscopic examina-
tions or in cultures, skin scraping was the most
sensitive diagnostic method (94.7% of positive re-
sults), followed by biopsies (80%) and bone mar-
row cultures (42.1%).

Specific antibodies were detected in 45.4% of
the patients with histoplasmosis, using 2 different
antigens and 3 types of serologic reactions
(complement fixation test, immunodiffusion and
counterimmunoelectrophoresis).
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A total of 413 samples from patients with
cryptococcosis were examined, 69% of them con-
firmed the diagnosis. The mycologic study of CSF
was the most sensitive method of study, since it
registered positive results in 89.5%, followed by
blood cultures (61.2%), skin scrapings (42.9%),
and urine cultures (41.7%). Polisaccharyde anti-
gens from C. neoformans in organic fluids were
detected in almost all the cases.

The aim of this study is to compare all the
suitable diagnostic methods which can be used in
systemic mycosis associated with AIDS in order to
find the most rapid way of diagnosis.
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