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Diagnostico histopatologico
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Resumen

Las enfermedades infecciosas emergen como causa de patologia en nuestros

pacientes. Entre las posibles etiologias, las micosis son una de sus causas,
habiendo experimentado un considerable aumento en las dos ultimas décadas.
En general, la clinica de las enfermedades fungicas es poco definitoria, siendo
la morfologia del hongo y la clinica un protocolo a seguir para su correcta
identificacion. Clinicos, microbidlogos y patélogos son esenciales para el
diagnéstico. El patélogo, con una metodologia sencilla y rapida, puede llegar a
diagnosticar algunos tipos de micosis, pero no sélo identifica el agente
causante sino el tipo de lesion que produce, la respuesta inflamatoria y el
6rgano u érganos afectados. Ademas, puede clasificar el tipo de micosis en
superficial, cutanea, subcutanea, profunda o sistémica en virtud de la
localizacion. En la presente revision se describen las pautas de estudio del
patdlogo frente a las infecciones por hongos y los nuevos avances técnicos que
se estan instaurando en los laboratorios de patologia para una mas precisa
identificacion de las micosis.
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Summary

Infectious diseases emerge as a cause of pathology in our patients. Among the

possible etiologies, mycoses have shown a considerable increase in the two last
decades. In general, the clinical features of fungal diseases are not very
distinctive. The morphology and the clinical aspects of the fungi serve as a
protocol for their correct identification. Clinicians, microbiologists and
pathologists are essential for the diagnosis. The pathologist using a simple and
fast methodology can diagnose some types of mycosis, but they do not only
identify the causal agent, but also the kind of injury that produces, the
inflammatory response and the affected organ or organs. Moreover, they can
classify the mycosis as superficial, cutaneous, subcutaneous, deep and
systemic depending on the location. The present review paper describes study
guidelines for the pathologist faced with a fungal infection and new technical
advances that are established in pathology laboratories for a more precise
identification of the mycoses.
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A lo largo de las dos ultimas décadas, la patologia
fingica ha experimentado un considerable aumento, sobre
todo en pacientes inmunodeprimidos, pero no exclusiva-
mente en ellos [41,54]. Su incidencia se ha tasado en un
aumento de mas del 300% en este corto periodo de tiempo
[6]. Hay multiples factores que favorecen la instauracion
de las micosis, sobre todo cambios en los protocolos, cli-
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mato-ecoldgicos, socio-econdmicos y migratorios, entre
los que podemos destacar a los enfermos muy debilitados
inmunoldgicamente, el SIDA, el uso y abuso de antibidti-
cos o de farmacos inmunosupresores, los trasplantes, las
leucemias y linfomas, o la realizacion de una medicina
cada vez mas agresiva. Estos y otros factores hacen que las
micosis tengan esta alta incidencia, como hemos comen-
tado anteriormente.

Clinicamente, o a partir de preparaciones citol6gi-
cas y/o bidpsicas, es dificil diferenciar e identificar co-
rrectamente las mds de 400 especies de hongos descritas
hasta el momento como patégenos para el hombre [14].
Sin embargo, tras un detallado estudio se pueden distin-
guir, en algunos casos, caracteristicas morfoldgicas clave
que son las que ayudan a diferenciar estos géneros o espe-
cies. Con ello se puede conseguir un diagnéstico preciso y,
en consecuencia, realizar un tratamiento mads efectivo
[4,16,39,55]. Recordemos que las micosis sistémicas tie-
nen un alto porcentaje de mortalidad, cifrado para algunas
especies en el 100%, por lo que se deduce que es muy
importante un diagnéstico rapido y la histopatologia puede
contribuir a ello [58].
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Para un diagndstico mds correcto es muy impor-
tante la colaboracion entre clinicos, microbidlogos y pato-
logos, profundizando, sobre todo, en los protocolos de
toma y procesado de las muestras. La metodologia de estu-
dio del patélogo se basa, fundamentalmente, en reconocer
la morfologia del hongo para su identificacién, pero tam-
bién en observar determinados aspectos de su patogeni-
cidad, la respuesta orgdnica y las estructuras tisulares
afectadas. Dichas estructuras se pueden observar en prepa-
raciones citolégicas, secciones bidpsicas y en los estudios
autdpsicos, que son los tres campos de trabajo basicos del
patdlogo. La citologia es una metodologia muy util, ya sea
obtenida la muestra por extensiéon o por puncién-aspira-
cién con aguja fina (PAAF), pudiéndose conseguir un
diagnéstico muy rapido, que la hace 6ptima en pacientes
graves que precisan de un tratamiento precoz y especifico.
Los otros métodos de estudio, debido a que el protocolo de
manipulacién de la muestra implica la fijacién, procesado,
corte y tincién de la misma, hacen que los resultados se
demoren, pero ofrecen una informacién mds valiosa, ya
que muestran la afectacion orgénica y el tipo de respuesta
tisular, asi como la presencia del agente infeccioso, su
abundancia y morfologia. Es precisamente esta ultima
caracteristica la que nos permite identificar, al menos a
nivel de género y, en determinados casos, también de espe-
cie, el hongo causante de la lesion.

Algunos hongos tales como Aspergillus spp., Can-
dida spp., zigomicetos o criptococos, no son dificiles de
identificar con la ayuda de determinadas técnicas de tin-
cién como Grocott, PAS, mucicarmin o Fontana-Masson.
Todas realzan detalles morfolégicos o morfo-quimicos,
como se indica mas adelante.

Hay nuevos avances técnicos, sobre todo en biolo-
gia molecular mediante PCR o secuenciacién del DNA
fungico, que estdn siendo de gran ayuda para el diag-
néstico de muchas micosis y que se estan instaurando en
nuestros laboratorios, aunque dichas técnicas no son muy
frecuentes cuando se trata de muestras parafinadas [11,30-
32,34,37,38,46,57,59,61].

El patélogo, ademds de diagnosticar el agente cau-
sante de una patologia concreta, puede tipificar las lesio-
nes observadas en granulomatosas, necréticas o purulentas
y puede determinar si se trata de una infeccién local o
difusa y, a su vez, clasificarla en superficiales, cutineas,
subcutdneas y profundas o sistémicas [19,56].

En este articulo describimos la metodologia utili-
zada por el patélogo, las principales caracteristicas morfo-
légicas que presentan los hongos en los tejidos y la res-
puesta orgdnica, asi como los nuevos avances técnicos que
el patdlogo tiene a su alcance para poder realizar un diag-
noéstico mas preciso, de la infeccién fungica.

Metodologia

Los posibles origenes de las muestras patolégicas
son: la citologia, la biopsia convencional fijada, la biop-
sia intraoperatoria, donde los tejidos estdn sin fijar, y la
autopsia.

A) La citologia. Como comenta Pontén en un
reciente trabajo [51], las posibilidades de obtener resulta-
dos diagndsticos en tiempo real (menos de 10 min) son
limitadas y se basan en la observacion directa de las mues-
tras. Las muestras citolégicas (raspados, PAAF, lavados
broncoalveolares, extensiones de mucosa vaginal o de
otras mucosas) son especimenes donde se puede diagnos-
ticar diferentes tipos de hongos y, de una forma rdpida,
mediante observacién directa. Cryptococcus spp., Asper-

gillus spp., Candida spp., Scedosporium spp. y también
Pneumocystis spp., son algunos hongos que pueden ser
identificados de forma rapida y precisa, como asi lo
demuestran numerosos trabajos [4,10,12,13,16,18,36,
39,55,58], con una minima experiencia. Para ello hay
determinadas tinciones y procedimientos que pueden ser
de especial ayuda.

Veamos algin ejemplo donde la citologia puede
ser clave. Ante un enfermo inmunodeficiente con SIDA y
clinica neurolégica de meningismo, la primera sospecha
es la de afectacion meningea por Cryptococcus. Al obte-
ner liquido cefalorraquideo (LCR), es prioritario realizar
una tincién con tinta china, pudiendo diagnosticar esta
infeccién de forma rapida. Las caracteristicas morfoldgi-
cas de la levadura, en gemacién o no, con un amplio halo
claro a su alrededor, que corresponde a la cdpsula, hacen
facilmente reconocible este hongo. Otro ejemplo puede
ser el de un paciente con SIDA y patologia respiratoria.
En este caso, lo mds 16gico es pensar en una infeccién
por Pneumocystis. En la citologia de lavado broncoalveo-
lar se puede observar el agrupamiento de estructuras fin-
gicas irregulares que poseen una muesca central, acompa-
fladas por material mucoprotéico, visibles ya en las
tinciones rutinarias de Papanicolaou y Hematoxilina-
Eosina (H-E). Sin embargo, sus caracteristicas son mas
evidentes con la tincién de Grocott, que puede realizarse
directamente sobre extensiones citolégicas (Figura 1).
Otro hongo que también puede diagnosticarse en citolo-
gias respiratorias o PAAF es Scedosporium prolificans,
hongo emergente en nuestro pais, sobre todo en enfermos
hematolégicos. El poder observar conidios con forma oval
o de pera creciendo en fidlides hinchadas constituye una
caracteristica diagnéstica que lo hace facilmente distin-
guible (Figura 2). Candida spp., Aspergillus spp. o zigo-
micetos son hongos frecuentes y en general faciles de
reconocer, aunque también es facil realizar diagndsticos
erroneos; por ello, hemos de ser prudentes al respecto ya
que, por ejemplo, la ramificacién en 45° es una peculiari-
dad de Aspergillus, pero existen otros hialohifomicetos
con ramificaciones de forma similar. La PAAF es la téc-
nica citolégica mas idénea para la obtenciéon del mate-
rial, ya que permite acceder a partes profundas, se evitan
contaminaciones y, sobre todo, permite prescindir de un
procedimiento tan agresivo como es la biopsia. Con la
ayuda de una aguja y una jeringa para la aspiracion, se
llega a lesiones profundas obteniéndose material tan id6-
neo como el conseguido por medio de la incisién bidpsica
y permite buenos resultados en un breve plazo de tiempo
[15,17,29,35].

B) La biopsia es la técnica mas comin para el
patoélogo. Permite observar la causa de la lesion, los cam-
bios histopatoldgicos producidos, asi como la respuesta
orgéanica que producen en los tejidos u 6rganos (Figura 3).
En algunas infecciones fiingicas es el método indiscutible
de diagnéstico. Existen varios tipos de biopsias: la diag-
néstica de pequefio tamafio, las escisionales de mayor
tamafio y las piezas quirtirgicas. Generalmente se reciben
conservadas en un medio fijador, basicamente formol
al 10%, pero la situacion ideal es la observacion de las
muestras en fresco, como se hace en los procedimien-
tos intraoperatorios, donde el patélogo procede en el
mismo momento a su estudio macroscopico, observa
el tipo de patologia y realiza una visién directa para con-
firmar la infeccién. Este dltimo tipo de muestras permite
realizar extensiones citoldgicas, técnicas de inmunoflores-
cencia, cultivos o conservar porciones en congelacién para
un posterior estudio, sin necesidad de realizar nuevas
tomas [23].



Podemos esquematizar los pasos a realizar para lle-
var a cabo un correcto diagndstico en los siguientes apar-
tados:

a) Observacién macroscopica

b) Fijacion

¢) Seleccion de zonas a estudio

d) Deshidratacion

e) Inclusion

f) Realizacién de cortes microscépicos

g) Hidratacion

h) Tincién

i) Examen microscépico

a y b) Ya hemos adelantado cémo se realiza la
observacion macroscopica y la fijacion rutinaria con for-
mol al 10%, pero hay otros medios de fijacién como la
congelaciéon a —20 °C, la ultracongelacién en nitrégeno
liquido, o simplemente el guardar los tejidos en nevera.
Existen otros fijadores mas selectivos que son utilizados
en funcién de la técnica que se emplee posteriormente,
como son el glutaraldehido para realizar estudios ultraes-
tructurales, el B5 para los tejidos hematopoyéticos o el
liquido de Zenker para 6rganos endocrinos. Si no se dis-
pone de ninguno de ellos, se puede fijar el tejido en alco-
hol de 96°.

¢) Como seleccion, nos referimos al secciona-
miento de las piezas de biopsia realizando una serie de
cortes seriados, con el objeto de determinar las dreas mas
representativas de las lesiones, para su procesamiento en
vistas a un estudio microscépico en detalle. Este paso sera
imprescindible en el caso de especimenes de gran tamaiio.

d) Deshidratacion, es el paso que se realiza para
que los tejidos se puedan incluir en parafina, ya que este
compuesto es hidréfobo.

e) Inclusion. Los tejidos deben adquirir una con-
sistencia firme para poder ser seccionados en cortes muy
finos. La parafinacion es la metodologia mas usada, aun-
que disponemos de otras técnicas como son la plastifica-
cién (bdsica en ultramicroscopia), el uso de gelatina,
celoidina o de otras ceras. En todo caso, previamente a la
obtencién de los cortes, debemos incluir y orientar el
tejido problema en el bloque.

f) La seccion microscépica. Los cortes del bloque
pueden realizarse de forma seriada o a demanda, pero lo
mas importante es que representen la totalidad del tejido a
estudio. Estas secciones, de entre 2-3 pm de grosor, se
depositan sobre portaobjetos para su tincion.

g) Hidratacién. En el caso de que los colorantes
utilizados en la tincién sean hidroéfilos, deberemos proce-
der previamente a la rehidratacion de los cortes segin los
protocolos habituales. Se colocan en portaobjetos con la
ayuda de un bafio de flotaciéon donde hay agua y aditivos
adherentes, que son necesarios para evitar que los tejidos
se despeguen de los portaobjetos donde estan depositados,
en los diferentes pasos de la tincidn.

h) Tinciones. En la actualidad la utilizada de
forma mads rutinaria es la H-E que junto con el PAS y el
Grocott (variacién de impregnacion argéntica), constituyen
la tripleta basica de tinciones para el estudio de las mico-
sis. Tinciones opcionales son la de Fontana-Masson, para
el estudio de pigmento meldnico, importante en las feohi-
fomicosis y las tinciones para mucipolisacaridos, como la
de mucicarmin, bdsicas para el estudio de Cryptococcus
spp. y otros hongos que en su pared o cdpsula contengan
glucoproteinas.
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i) En la actualidad disponemos de un amplio aba-
nico de técnicas histoquimicas, inmunohistoquimicas y
moleculares que permiten conseguir unos resultados mas
precisos, por ser estudios mds dirigidos hacia el diagnos-
tico de esta patologia.

C) Autopsia. Facilita el estudio méas completo y en
detalle de la enfermedad. Permite observar macroscépica-
mente los cambios patoldgicos producidos por la infeccién
fingica en los diferentes 6rganos pudiéndose evaluar su
extension, las caracteristicas de la lesion y el dafio produ-
cido. Se puede determinar si una micosis afecta una cavi-
dad, si produce lesién necrética, purulenta o si son varios
los puntos de infeccién (Figura 4). Ademads, permite selec-
cionar el material mds adecuado para la realizacién de
improntas, extensiones, cultivos, etc. Cabe destacar que
gracias a este estudio se podran precisar las causas de la
muerte, diagnosticar todos los trastornos y ser un material
muy importante para la docencia.

Las micosis bajo el microscopio del patélogo

Hay dos grandes grupos de hongos que afectan al
hombre, los saprofitos y los patégenos [4,14,16,19,51,56].
Se considera a un hongo como patégeno cuando produce
dafio tisular. Ninguna lesioén histopatoldgica es especifica
de las micosis, pudiéndose hallar un variado espectro de
lesiones inflamatorias. Es muy importante valorar el
potencial inmunoldgico del paciente, que en muchos casos
suele estar disminuido debido a que las micosis son mucho
mds frecuentes en pacientes inmunodeprimidos. Este défi-
cit de defensas condiciona el grado de respuesta del orga-
nismo ante estos agentes patégenos. Como ya se ha
comentado, para que se produzca una lesion deben existir
una serie de factores que la favorezcan como son la inmu-
nidad del huésped, la virulencia, la cantidad de células
fungicas y la coexistencia de otras enfermedades. La pri-
mera respuesta que el organismo produce es una inflama-
cién supurativa por el infiltrado de polimorfonucleares,
para posteriormente pasar a una respuesta de células
mononucleares y, si evoluciona, presentar macréfagos,
células epitelioides y células gigantes multinucleadas,
dando lugar a una infeccién crénica y a fibrosis. Sin
embargo, todo esto puede estar atenuado si en el paciente
coexiste una enfermedad inmunosupresora. La lesién mds
caracteristica es la granulomatosa con células gigantes
multinucleadas, estimulada por una respuesta inmune tipo
IV o respuesta celular [36] (Figura 5).

El patélogo puede observar a los hongos con dos
morfologias bdsicas, con una disposicion tubular o hifas
(multicelular) y una segunda de forma redondeada u oval
que corresponderia con las esporas o conidios (unicelular).
Estas formas, a su vez, pueden ser pigmentadas o no
[4,14,16,39,55]. Conocidos los cambios tisulares que se
producen en los tejidos y las diferentes morfologias, pode-
mos pasar a clasificarlos. En relacion a estas caracteristi-
cas, el patélogo puede identificar y diagnosticar infeccio-
nes por hongos pertenecientes a alguno de estos cuatro
grupos: dimorfos, patégenos cldsicos, patdgenos oportu-
nistas emergentes y otros [4,16,19,39,55,56] (Figura 6).

1) Hongos dimorfos

En este grupo describimos las cuatro micosis ya
clasicas, frecuentes en otras latitudes, sobre todo en Amé-
rica. A pesar de ser inusuales en nuestro entorno, son faci-
les de diagnosticar por su particular morfologia, pudién-
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dose realizar un diagnéstico preciso tanto en las muestras
citolégicas como en las bidpsicas.

Histoplasmosis. Hay dos formas de presentacion: la
americana (clasica) y la africana, con rasgos morfolégicos
bien diferenciables entre ellas. La americana estd produ-
cida por Histoplasma capsulatum, el hongo de menor
tamafio que se observa en el dmbito humano y de otros
animales, que penetra en el organismo por inhalacién de
conidios que rapidamente se diseminan por via hemato-
l6gica provocando infeccién intracelular. Su tamafio entre
1-3 pm, con forma de levadura, lo hace claramente dife-
renciable de otros hongos. Siempre lo observaremos en el
interior de macréfagos, en forma de pequefias células con
un fino halo alrededor. El diagnéstico diferencial primor-
dial es con Leishmania: ésta se tifie con la tincién de
Giemsa e Histoplasma es positivo con PAS y Grocott, pro-
duciéndose un halo claro alrededor de las células en
Giemsa. La otra forma de presentacion es la africana, pro-
ducida por Histoplasma duboisii, de mayor tamafo, entre
7y 12 pm, con esporas gemantes de gruesa pared y alguna
inclusién lipidica. Estos no son intracelulares, salvo que
estén fagocitados por células gigantes multinucleadas, en
el contexto de una lesion granulomatosa. El diagndstico
diferencial de esta especie se realiza con la lobomicosis;
sin embargo, el tipo de lesiéon que produce y su habitat
geografico son muy importantes para el diagndstico
[21,45].

Blastomicosis. Como todas las micosis de este
grupo la localizacién principal es pulmonar, ya que la
infeccién se produce por la inhalacién de los conidios.
Blastomyces dermatitidis se puede diseminar por via
hematégena a otros 6rganos, especialmente a la piel. En
las secciones tefiidas con H-E, entre un componente infla-
matorio crénico granulomatoso o supurativo, se observan
estructuras ovales o redondeadas de entre 7-15 pm con
pared gruesa de doble contorno (dato muy importante y
diferencial) y en su citoplasma se puede observar material
basofilo amorfo y destaca algin nicleo (Figura 7). Pueden
verse gemaciones unipolares uUnicas con amplia base de
implantacién, y todo ello es mas manifiesto con las tincio-
nes de PAS y Grocott. El diagnéstico diferencial mas
importante es con H. duboisii 'y se realiza por su gemacion,
que en este caso es de base muy estrecha y también se
debe tener en cuenta la zona geogrifica donde se origina
la infeccion, que basicamente es América. Asimismo
puede confundirse con Paracoccidoides brasiliensis, pero
en esta ultima especie las gemaciones son miltiples
[4,16,58].

Paracoccidioidomicosis. A pesar de tener un area
de distribucién localizada en Centroamérica y Sudamérica,
se estdn describiendo casos importados de infecciones por
P. brasiliensis en Espafia y en otros paises europeos. La
afectacion principal es pulmonar, seguida por las lesiones
en mucosas bucal o nasal y en la piel. En las lesiones se
puede hallar un componente inflamatorio crénico con
fibrosis, células gigantes multinucleadas y células fungicas
de gruesa pared, que tiene entre 10-60 pm, con pequefias y
multiples gemaciones de base de implantacién estrecha
dispuestas en forma de “timén de barco” muy facilmente
reconocibles mediante tincién de Grocott (Figura 8). Esta
técnica de plata es imprescindible para el diagnéstico ya
que, en algunos casos, las caracteristicas mencionadas no
se observan en las tinciones de H-E y de PAS [1,17,22,24].

Coccidioidomicosis. Producida por Coccidioides
immitis, se localiza fundamentalmente en América, tanto
del norte como del sur, aunque también se estdn des-
cribiendo casos en otros paises, como Espafia [33]. La

afectaciéon mds importante es pulmonar, donde pueden
observarse granulomas supurativos, consistentes en una
reaccion inflamatoria crénica con células gigantes a la que
se unen elementos polinucleares. Esta lesion es debida a
que las esférulas de los hongos (hallazgo tipico) pueden
llegar a romperse y liberar endosporas que infiltran los
tejidos dando una respuesta inflamatoria aguda. Las esfé-
rulas son de gran tamafio, 20-200 pm, observdndose en
diferentes estadios evolutivos, visibles con H-E, pero con-
siguiéndose una observaciéon mds detallada en las tinciones
de PAS y Grocott. En su interior se pueden observar mul-
tiples endosporas redondeadas de 2-5 pm (Figura 9). Hay
que diferenciarlas de Rhinosporidium seeberi, cuya locali-
zacién orgdnica es en zonas nasal u ocular, produciendo
tipicas lesiones polipoides. También hay que tener presen-
tes otras micosis como la adiaspiromicosis y la infeccién
por algas del género Prototheca spp., pero ambas tienen
caracteristicas morfolégicas diferentes [10,33,50].

2) Hongos mas frecuentes en nuestro entorno

Queremos describir en este apartado algunas pecu-
liaridades de los hongos mds conocidos y con mayor inci-
dencia en nuestro pais, como son Candida spp., Aspergillus
spp., Cryptococcus spp. y los agentes de las zigomicosis.

Candidiasis. Candida es el género mas habitual que
suele observar el patélogo, ya sea en citologias o biopsias,
siendo muchas veces detectado en portadores sanos. Es un
importante agente infeccioso que se localiza en mucosas.
Es facil observarlo en citologias ginecoldgicas donde se
pueden encontrar células levaduriformes, hifas o pseu-
dohifas acompanadas de polimorfonucleares, dispuestas
entre células escamosas que suelen mostrar cambios reac-
tivos inflamatorios. Son menos frecuentes en esputos o
secreciones pulmonares, pero pueden ser observadas en
pacientes mayores, con alguna patologia inmunosupresora.
En biopsias del tracto respiratorio alto o gastrointestinales,
no es infrecuente hallarlas colonizando otros procesos
patolégicos como ulceras o tumores. En piel presentan el
aspecto histolégico de una dermatitis subaguda o crénica,
pudiendo ser observado el hongo en capas cérneas, sobre
todo con PAS y Grocott. La candidiasis sistémica se puede
hallar en maltiples localizaciones organicas o presentarse
como sepsis diseminada, no solo en adultos, sino también
en nifios prematuros sometidos a cuidados intensivos [43].
Su diseminacién es hematdgena, como la préctica totali-
dad de las micosis, y no es infrecuente observar emboliza-
ciones vasculares, aunque éstas son mdas habituales en
aspergilosis y zigomicosis. Se pueden observar focos de
necrosis con mayor o menor respuesta inflamatoria (deo-
endiendo del estado inmunoldgico del paciente) y células
ovales de 4 a 8 pm con una o varias gemaciones, acompa-
fiadas por hifas o pseudohifas finas y tabicadas, visibles
con H-E y también con tincién de Gram, aunque son mds
facilmente observables con PAS o Grocott. Las caracteris-
ticas morfolégicas de Candida facilitan su diagndstico,
pero siempre deberia ser confirmado por los cultivos,
sobre todo para diferenciar la especie. Candida glabrata,
se suele observar en tomas citoldgicas ginecoldgicas y se
presenta como pequefias células de 2-4 pm, sin presencia
de formas pseudomiceliares y poca respuesta inflamatoria
(Figura 10). El diagndstico diferencial, sobre todo en el
material obtenido a nivel pulmonar, debe de realizarse con
H. capsulatum y Pneumocystis carinii. Observar los hon-
gos intracelularmente es especifico de H. capsulatum y
poseer forma oval y zona central densa es un rasgo carac-
teristico de P. carinii. En muestras cutdneas, se tiene que



diferenciar de los dermatofitos: éstos poseen hifas mayores
y pleomorfas. Para confirmar el diagndstico, ademads del
cultivo, podemos realizar técnicas de inmunohistoquimica
con anticuerpos monoclonales especificos de género, que
ademds de ser de los pocos anticuerpos comercializados
poseen un notable poder de resolucién [19,56,58].

Aspergilosis. Aspergillus ademas de ser causa de
patologias alérgicas o de otros procesos patoldgicos, es un
agente colonizador de cavidades y productor de aspergilo-
sis invasora. El pat6logo ocasionalmente se encuentra con
aspergilomas o masas flngicas con asiento en patologias
crénicas con cavitaciones, como pueden ser las cavernas
tuberculosas, bronquiectasias, asi como en senos paranasa-
les obstruidos. Histol6gicamente se observan multitud de
hifas apelotonadas pudiéndose observar también la presen-
cia de las cabezas conidiales, que permiten reconocer la
especie mas frecuente, Aspergillus fumigatus. Las cabezas
conidiales solamente las hallaremos si la lesion tiene o ha
tenido contacto con el aire. Un dato muy importante en los
aspergilomas, es que no invaden el parénquima vecino,
pudiéndose valorar como saprofitos. La aspergilosis inva-
sora es una micosis importante en nuestro medio y grave
en pacientes inmunodeficientes, sometidos a cuidados
intensivos, trasplantes o terapias agresivas. Su localizacion
principal es pulmonar, produciendo unos caracteristicos
infartos hemorragicos, que ya hacen sospechar esta patolo-
gia cuando observamos macroscépicamente el pulmén. En
su estudio histolégico presenta una disposicion radial de
las hifas, con tejido necrotico-hemorragico a su alrededor
y una respuesta inflamatoria variable, sobre todo crénica
con células gigantes multinucleadas que pueden estar
fagocitando las células fiingicas. Las hifas se disponen de
forma paralela y son septadas, con una distribucién a
intervalos regulares, de entre 3 y 6 pm de grosor y muchas
veces con ramificaciones en dngulo agudo de 45°, siendo
este detalle interpretado por muchos patélogos como
determinante para su diagndstico, aunque hay un buen
grupo de hialohifomicosis que tienen idéntica apariencia,
como son las provocadas por Fusarium, Scedosporium o
Trichoderma, y de ellas se deben diferenciar. Por su capa-
cidad angioinvasora, Aspergillus puede diseminarse a otros
organos como cerebro, rifiones, bazo e higado, donde se
localizan las metéstasis en las necropsias. En esta fase, con
los tejidos en fresco, se deben realizar extensiones, confir-
mar la presencia de hongos, proceder a su cultivo y guar-
dar tejido en fresco. Hay que recordar que es sumamente
raro poder observar cabezas conidiales en las secciones
histolégicas de las muestras. Para la confirmacién del
diagndstico son esenciales los cultivos, aunque en el mo-
mento actual se dispone de anticuerpos especificos para la
realizacion de estudios de inmuno-histoquimica, que son
altamente resolutivos [4,16,39,52] (Figura 11).

Zigomicosis. Frecuentemente llamada mucormi-
cosis por muchos patdlogos, es una de las micosis mas
facilmente reconocible con H-E. La presencia de hifas
irregulares, anchas, de pared delgada y no septadas, con
ramificaciones irregulares, normalmente en dngulo de 90°,
son los rasgos morfolégicos que se destacan preferente-
mente mediante la tincién de Grocott (Figura 12). Es muy
frecuente hallarlas embolizando vasos, acompafiadas de
necrosis, donde las hifas atraviesan las paredes arteriales o
se disponen entre las capas musculares. Son hifas anchas
de entre 15-30 pm, pudiendo observarse también algunos
esporangios. Se localiza frecuentemente en la regién rino-
sinusal, sobre todo en pacientes diabéticos con acetosis.
Puede llegar a invadir la base del crdneo y afectar el sis-
tema nervioso central (SNC). Sin embargo, cualquier loca-
lizacién es posible, incluso la gastrointestinal (por inges-
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tién). La confirmacién la podemos realizar por medio de
técnicas de inmuno-histoquimica y por cultivo [15,56,58].

Criptococosis. La especie causante Cryptococcus
neoformans posee una caracteristica inica que la hace
facilmente distinguible: su cdpsula de mucina de entre
2-20 pm de grosor (Figura 13). Dicha estructura se pone
de relieve con las tinciones histoquimicas para mucoprote-
inas, como es la técnica de mucicarmin. En cambio, no se
colorea con Giemsa, Gram, PAS o Grocott. En H-E se
observa una célula encapsulada de tamafio considerable,
entre 3-8 pm con gemacién uni o multipolar, de pared no
muy gruesa y un gran halo claro a su alrededor que la
separa del tejido, donde hay una mayor o menor respuesta
inflamatoria de polimorfonucleares, dependiendo del
estado inmunitario del huésped. Normalmente la respuesta
inflamatoria es escasa, ya que la mayor incidencia de esta
micosis se da en pacientes con SIDA. Otra de las caracte-
risticas es su gran tropismo por el SNC, sobre todo por las
meninges, pudiendose diagnosticar la infeccién por medio
de estudio citolégico del LCR, mediante coloracién con
tinta china, aunque en un 50% puede que no sea efectiva.
Si la afectacion es cerebral produce abscesos, granulomas
o incluso pequefios quistes gelatinosos. Son poco frecuen-
tes los casos diseminados con afectacién multiorganica,
presentdndose sobre todo en pacientes con SIDA. En estos
casos se observan las mismas caracteristicas morfoldgicas
pero localizadas en pulmon, rifién, higado, bazo, etc. Su
diagnéstico diferencial no tiene dificultad por las peculia-
ridades descritas, que son tunicas, pero hay que tener en
cuenta que B. dermatitidis y R. seeberi pueden también dar
positivo con la tincién de mucina. En estos casos, la reali-
zacién de una tincién de Fontana-Masson ayuda mucho en
su diferenciacién ya que C. neoformans es positivo para la
tincion de pigmento meldnico. Para finalizar, comentar que
C. neoformans var. gattii tiene las mismas caracteristicas,
si bien su forma es mas alargada cuando se observa a gran
aumento [4,5,13,35,62].

3) Hongos emergentes

Nos referimos especialmente a aquellos hongos que
en la actualidad estdn adquiriendo gran relevancia por su
mayor frecuencia. Son oportunistas, habitualmente no paté-
genos, pero los pacientes neutropénicos, inmunodeficien-
tes, sometidos a agresiones médicas o trasplantes, frecuen-
temente pueden ser infectados por estos hongos, no por su
especial virulencia, sino por el deficiente estado de las
defensas, ya sean primarias o secundarias. Se pueden pre-
sentar bien como micosis localizadas o bien sistémicas. La
mayoria son hongos miceliares hialinos (productores de
hialohifomicosis), aunque también puede tratarse de hon-
gos pigmentados (productores de feohifomicosis). No des-
cribiremos en este apartado los hongos levaduriformes que
causan lesiones superficiales y que, en casos excepcionales,
han llegado a desarrollar micosis sistémicas, como Malas-
sezia furfur, Saccharomyces cerevisiae, o Rhodotorula
rubra entre otros. Nos vamos a cefir a los emergentes mds
frecuentes como Fusarium, Scedosporium, Paecilomyces,
Scopulariopsis, Acremonium, Trichoderma, Alternaria,
Cladophialophora, etc. Precisamente, es con estos hongos
con los que nuestro grupo tiene una larga experiencia, tanto
en el ambito clinico como en el experimental [3,20,26-
28,43,44,48,53]. Histolégicamente son muy dificiles de
diagnosticar y diferenciar entre ellos, y es mas probable que
sean confundidos con Aspergillus. El rasgo morfolégico
mds importante para su diferenciacién consiste en la obser-
vacion de los conidios, pero otros rasgos morfolégicos que
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pueden ser fundamentales para su identificacién, como la
conidiogénesis, son dificiles de observar en biopsias o
citologias. En nuestra experiencia Scedosporium prolifi-
cans es uno de los hongos que permite la observacién de
células conididgenas y conidios que facilitan su diagnos-
tico. La caracteristica de hifas monomorfas, septadas y
presencia de ocasionales conidios con forma de pera,
emergiendo de células conididégenas, son indicativos de
esta especie [7]. Estos hongos muestran cierto tropismo
por SNC vy rifién [8], siendo las lesiones que produce de
tipo granulomatoso. También es conveniente aportar que
son mas sensibles a los nuevos farmacos azdlicos que a los
tratamientos convencionales con anfotericina B [9, 49]
Otro de ellos, Fusarium spp. es muy dificil o casi imposi-
ble de diferenciar, ya que ni en biopsias ni en estudios con
animales de experimentacion se ha observado la formacién
de macro o microconidios [25], aunque si se ha podido
constatar un tropismo por el tejido muscular estriado (car-
diaco o de contraccién voluntaria) en la primera semana de
infeccién y, posteriormente, un tropismo por SNC, rifién e,
incluso, por el ojo [44] (Figura 14). Con Paecilomyces y
Scopulariopsis, la informacién obtenida en nuestras expe-
rimentaciones ha sido escasa, salvo por el tipo de lesién y
su tropismo por rifién [2]. Podemos matizar que, ante un
hongo de caracteristicas miceliares, debe realizarse estudio
inmunohistoquimico para diferenciarlo de Aspergillus y
una tincién de Fontana-Masson o bien de inmunohistoqui-
mica con HMB-45 para detectar el pigmento meldnico en
la pared de los hongos y etiquetarlos como feohifomicosis,
porque también estan emergiendo hongos dematiaceos,
sobre todo Alternaria, Cladophialophora, Phaeoacremo-
nium [40,49] (Figura 15). Estas técnicas son imprescindi-
bles ya que con H-E es muy raro observar la pigmenta-
cién, e imposible con PAS y Grocott.

Indudablemente, la posibilidad de realizar un cul-
tivo o técnicas de biologia molecular, en el momento
actual, constituye una gran ayuda para poder realizar un
diagnéstico preciso sobre cualquier hongo de los mencio-
nados en este apartado. Sin duda si se consiguen nuevos
anticuerpos monoclonales o aplicar las técnicas de biolo-
gia molecular a las muestras parafinadas, podria ser posi-
ble llegar a un diagnéstico similar al que se realiza por
medio de los cultivos.

4) Hongos potencialmente diagnosticables

En este apartado describimos una serie de micosis
que, por sus signos clinicos, hacen posible su diagndstico.
Entre los mds destacables estdn las siguientes:

Cromomicosis. Son infecciones en piel y tejido
celular subcutdneo presentdndose en forma de nédulos o
lesiones verrucosas de evolucién crénica, especialmente
afectando a las extremidades inferiores. En zonas tropica-
les o subtropicales, las personas que tienen contacto con
restos vegetales, como los campesinos, pueden sufrir fre-
cuentemente microtraumas o pinchazos, y de una manera
lenta pueden desarrollar estas micosis. Son hongos pig-
mentados (pertenecientes a las especies Fonsecaea pedro-
soi, Cladosporium carrionii, Phialophora verrucosa, Fon-
secaea compacta o Rhinocladiella aquaspersa). En H-E se
observa una hiperplasia seudoepiteliomatosa con hiperque-
ratosis, microabscesos epidérmicos y, en dermis e hipoder-
mis, una inflamacién granulomatosa supurativa con célu-
las gigantes y epitelioides, asi como con neutrdfilos,
linfocitos y plasmocitos. En el interior de las células
gigantes multinucleadas o libremente se observan estructu-
ras esféricas de color pardo de 10-15 pm con doble pared

y tabiques transversales, que habitualmente se disponen
agrupadas en varios elementos dando formacién de los
cuerpos esclerotales o fumagoides (forma de moérula) que
diagnostican a esta micosis [4,16,56].

Esporotricosis. Producida por un hongo dimorfo
que puede causar lesiones subagudas o crénicas. La espe-
cie causal es Sporothrix schenckii, con conidios pequefios,
fusiformes de 2 a 8 pm, que produce lesiones subcutaneas.
Las lesiones son miiltiples y adquieren un patrén lineal o
disposicion linfatica. Producen granuloma mixto de centro
supurativo o necrético con células epitelioides, gigantes
multinucleadas y corona linfoplasmocitaria. Es en el cen-
tro donde se pueden observar las células fiingicas con
forma de cuerpos asteroides, mds visibles en estadios ini-
ciales de la lesién o en enfermos con marcada inmunode-
ficiencia. Son dificiles de hallar en las biopsias convencio-
nales, ya que se deben realizar muchas secciones para su
observacién. Son de apariencia globosa con una corona de
elementos radiados acidéfilos que producen un fenémeno
de Splendore-Hoeppli. Con PAS se tifien fuertemente de
color rojo purpura [16,56,58].

Lobomicosis. Infeccién producida por Lacazia
loboi, hongo que no ha podido ser cultivado, y que pro-
duce lesiones queloides en hombres y delfines. Su hébitat
es acudtico y la mayoria de pacientes infectados tiene rela-
cién con este medio. Se localiza frecuentemente en la zona
baja de la espalda y causan lesiones elevadas, nodulares,
en ocasiones ulceradas. La epidermis presenta hiperplasia
con atrofia de anejos y la dermis superficial posee una
nitida banda de tejido coldgeno que separa la epidermis del
infiltrado inflamatorio crénico profundo. Pueden hallarse
células gigantes multinucleadas que fagocitan las células
fingicas. Estos elementos son muy abundantes, esféricos
de 5-8 pm con pared de doble contorno y de tamafio uni-
forme que producen una peculiar caracteristica consistente
en la formacién de pequefias cadenas de 3 a 5 elementos,
poco visibles en H-E y si con PAS o Grocott (Figura 16).
Si se observan a gran aumento muchos de ellos tienen una
forma de casquete o media luna que los hacen facilmente
diferenciables de H. duboisii, aunque la clinica y la zona
geogréfica, son datos importantes ya que L. loboi se loca-
liza en la zona central de América del sur y, sobre todo, en
Brasil y Venezuela [12,13,58].

Rinosporidiosis. Producida por Rhinosporidium
seeberi, que presenta también su hdbitat en aguas estanca-
das. Produce lesiones verrucosas, nodulares o polipoides
en las mucosas, preferentemente nasal u ocular. Bajo un
epitelio poco modificado se observa presencia de endos-
poras, esporangios, esporangios rotos o formas inmaduras
con mayor o menor respuesta inflamatoria crénica. Las
endosporas miden 7 pm, pero las formas mas caracteristi-
cas y especificas son los esporangios de gran tamario, de
250-350 pm, que contienen numerosas endosporas. La
pared de los esporangios es de 5 hm y tiene una cubierta
interna que se tifie con mucicarmin. Se observan bien con
H-E, pero como en toda micosis, son mas especificas las
tinciones de PAS y Grocott. El diagnostico diferencial se
debe de realizar con C. immitis y adiaspiromicosis [56,58].

Adiaspiromicosis. Estd causada preferentemente
por Chrysosporium spp. Presenta un solo elemento con
endosporas en diferentes fases de maduracién o degenera-
cién. Posee respuesta granulomatosa alrededor de cada
elemento que puede medir desde 500 pm a 2 mm. En ella
destaca la presencia de una gruesa pared con tres capas
concéntricas visibles con las tres tinciones bdsicas para el
estudio de las micosis, H-E, PAS y Grocott [4,16,56,58].



Micetomas. Clinicamente se presentan como nédu-
los subcutdneos persistentes, de localizacion bésica en pies
o piernas, que llegan a fistulizarse produciendo una secre-
cién purulenta en la que se observan numerosos granulos
de color blanco-amarillento que corresponden a microco-
lonias. Las lesiones progresan por contigiiidad y se hacen
confluyentes y mds grandes, llegando a deformar la zona
de afectacion. Se observa una marcada respuesta inflama-
toria mixta pero, sobre todo, de células gigantes multinu-
cleadas. En el centro de la lesién hay agrupamientos de
hifas de hongos, dispuestas de forma radial y que en peri-
feria producen un fenémeno de Splendore-Hoeppli. Los
agentes causantes son diversos hongos pigmentados o no
pigmentados, a destacar Madurella spp. o Scedosporium
apiospermum, entre muchos otros, que producen el lla-
mado eumicetoma. Debe diferenciarse de los actinomice-
tomas (producidos por actinomicetos) y los botriomicomas
por bacterias (estafilococos, Pseudomonas) [12,13,51].

Pneumocistosis. P. carinii, actualmente Pneumo-
cystis jiroveci, fue considerado durante bastante tiempo un
protozoo. Con PAS vy, sobre todo, con Grocott, se observa
la presencia de agrupamientos de diversas esporas ovales
con una muesca central, de 5-7 pm, siempre acompafiadas
por material mucoproteico. Son visibles en citologias de
esputos inducidos o mejor de lavados broncoalveolares y
en las biopsias pulmonares, donde se observan a nivel
intraalveolar y también entre el material proteico. Pueden
hallarse fuera del pulmoén, habiéndose descrito en gan-
glios, bazo e incluso en SNC, como nosotros pudimos
observar hace unos afios en el estudio de autopsia de un
paciente con SIDA [42].
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Finalmente, para realizar un buen estudio histopa-
tologico en las micosis, es necesario proceder con cautela
en el diagndstico, realizar muchas secciones de la pieza
biopsiada, ya que la morfologia puede variar dependiendo
de la zona, disponer de buenas técnicas para obtener Opti-
mas morfologias, tener mucha paciencia y buscar detalles
minimos y profundizar en su estudio [60,63,64]. Con todo
esto se puede llegar a identificar varios de los géneros y
especies mas usuales, como ya se ha relatado, pero sobre
todo hay que ser prudentes y correlacionar los resultados
con los cultivos y la clinica. Indudablemente, las nuevas
técnicas moleculares y de inmunohistoquimica que se
estan instaurando en los laboratorios de patologia, van a
ayudar mucho en la realizacién de un diagndstico correcto.

A los Dres. Josep Guarro Artigas 'y José Cano Lira, de la
Universitat Rovira i Virgili, por la revision, correccion y
consejos en la confeccion de este trabajo.
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Figura 1. Figura 2. Scedosporium prolificans.
Pneumocystis carinii. Proliferacién de hifas septadas y
Esporas ovales con tabicadas de donde emergen

zona central densa. conidios ovales con forma de pera
Biopsia de pulmén (Grocott, x1.000).

en paciente con SIDA
(Grocott, x1.000).

Figura 3. Biopsia cutédnea donde

se observa hiperplasia
pseudocarcinomatosa del epitelio

y en dermis superficial un componente
inflamatorio crénico con presencia

de células gigantes multinucleadas
(H-E, x25).

Figura 4. Pieza de pulmén en autopsia.
En su centro hay una gran cavidad

totalmente ocupada por masa fungica
o aspergiloma. Fibrosis a su alrededor.

:'._':-#Ei

Figura 5. Biopsia de pulmén. Figura 6. Biopsia de piel mostrando Figura 7. Blastomicosis.

Lesién abcesificada de centro micosis superficial. En la capa Imagen caracteristica de
necrético con abundantes formas cornea de epidermis se observan

micética rodeadas por componente varias hifas (PAS, x100).
inflamatorio crénico (H-E, x25).

(Grocott, x1.000).

Figura 8. Paracoccidioides
brasiliensis. Destaca la presencia de

Blastomyces dermatitidis con pared dos grandes esporas con varias
de doble contorno y material
basofilico amorfo en su interior

gemaciones de base fina que le dan
un aspecto de “timén de barco”.
(Grocott, x1.000).

Figura 11. Biopsia de pulmén. Figura 12. Zigomicosis.
Numerosas hifas septadas positivas a Hifas grandes, no septadas,

Figura 9. Esférula de gran tamafio Figura 10. Citologia vaginal. Entre

rota liberando endosporas que algunas células escamosas y

corresponden a Coccidioides polimorfonucleares, se observa flora anticuerpo monoclonal de Aspergillus de grosor variable y
immitis (Grocott, x1.000). bacilar y esporas de pequefio tamafio (Inmunohistoquimica, x400).

con fino halo claro a su alrededor

(Papanicolaou, x1.000).

ramificadas en angulo recto
(Grocott, x1.000).

Figura 13. Cryptococcus Figura 14. Seccioén de miocardio Figura 15. Feohifomicosis.

neoformans en meninges. donde se observa la presencia de
Esporas redondeadas, rodeadas abundantes hifas de Fusarium solani
de un gran halo claro rico en con poca respuesta inflamatoria
mucopolisacaridos (H-E, x1.000). acompanante (H-E, x100).

Figura 16. Lacazia loboi. Esporas

Cladophialophora bantiana en abceso en forma de casquete con
cerebral. Tincién para pigmento
melénico (Fontana-Masson, x1.000). enlazados de dos o tres elementos

pequefos agrupamientos

celulares (Grocott, x1.000).
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