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El objetivo del presente trabajo fue comparar la eficacia del método de
hemocultivo convencional con el de lisis/centrifugacién modificado para el
diagnostico de micosis sistémicas en pacientes hospitalizados en el Hospital
Universitario de Caracas. De 450 muestras recibidas en un afio, para ser
procesadas segun la técnica de hemocultivo convencional, se seleccionaron
100 para el estudio comparativo: 60 de pacientes con sida, 15 de leucémicos,
diez de neutropénicos febriles, cinco de pacientes con infecciones respiratorias,
cinco de diabéticos y cinco de septicémicos. Estas muestras fueron
procesadas simultaneamente, de acuerdo a las dos metodologias mencionadas,
realizando revisiones diarias en la busqueda de crecimiento fungico para su
identificacion definitiva. El numero de aislamientos obtenidos (40) fue el mismo
por ambos métodos y correspondieron a 18 Candida albicans (45%),

diez Candida spp. (25%), diez Histoplasma capsulatum (25%) y dos
Cryptococcus neoformans (56%). Al comparar el tiempo de crecimiento fungico
en ambos métodos, se observo que con el método de lisis/centrifugacion
modificado el desarrollo fungico fue mas rapido en todos los casos que con el
hemocultivo convencional y al aplicar el analisis estadistico se obtuvo una
diferencia significativa (p < 0,05) entre ellos. El método modificado de
lisis/centrifugacién demostré mayor eficacia, por lo cual recomendamos su
empleo rutinario para el aislamiento de hongos productores de fungemias.
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Hemocultivo convencional y lisis/centrifugacion
Santiago AR, et al.

A comparative study of blood culture conventional
method vs. a modified lysis/centrifugation technique
for the diagnosis of fungemias

Summary

The purpose of this work was to compare the efficacy of blood culture

conventional method vs. a modified lysis/centrifugation technique.

Out of 450 blood specimens received in one year, 100 where chosen for this
comparative study: 60 from patients with AIDS, 15 from leukemic patients, ten
from febrile neutropenic patients, five from patients with respiratory infections,
five from diabetics and five from septicemic patients. The specimens were
processed, simultaneously, according to the above mentioned methodologies
with daily inspections searching for fungal growth in order to obtain the final
identification of the causative agent. The number (40) of isolates recovered was
the same using both methods, which included; 18 Candida albicans (45%),

ten Candida spp. (25%), ten Histoplasma capsulatum (25%), and two
Cryptococcus neoformans (5%). When the fungal growth time was compared by
both methods, growth was more rapid when using the modified
lysis/centrifugation technique than when using the conventional method.
Statistical analysis revealed a significant difference (p<0.05) between them.
The modified lysis/centrifugation technique showed to be more efficacious than
the conventional one, and therefore the implementation of this methodology is
highly recommended for the isolation of fungi from blood.
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Las enfermedades sistémicas estan caracteriza-
das por el paso de microorganismos desde un foco infec-
cioso a la sangre y a otros dorganos. La presencia de mi-
croorganismos viables en la sangre sugiere una infeccion
activa en los tejidos y la recuperacion del paciente depen-
derd del aislamiento temprano del agente causal [3,20].
Las fungemias son causadas principalmente por levaduras
del género Candida y Cryptococcus, y hongos filamen-
tosos y dimorfos como Histoplasma capsulatum [12,13].
Se utiliza, entre otros, el hemocultivo convencional como
método diagnéstico de estas afecciones [10,14]; sin em-
bargo, es un método muy laborioso, los resultados son tar-
dios, algunos falsos negativos y en caso de positividad, su
interpretacién es dificil [9,11,15]. El método de lisis/cen-
trifugacion, ha mostrado ser sencillo, permitiendo aisla-
mientos rapidos de estos agentes fungicos [16,21], aunque
es muy costoso para emplearlo de rutina en nuestros hos-
pitales. El uso de esta metodologia ha sido modificado por
diversos autores [2,7,8,19] y se plante6 el objetivo de uti-
lizar este método modificado con la finalidad de comparar
su eficacia con el hemocultivo convencional para el diag-
néstico de micosis sistémicas en pacientes hospitalizados
en el Hospital Universitario de Caracas.

Material y métodos

Poblacion estudiada. Se recibieron 450 muestras
para el procesamiento de hemocultivo convencional pro-
cedentes de diferentes Servicios del HUC en un periodo
de un afo. De estos, se seleccionaron 100 muestras para
el estudio comparativo, distribuidos de la siguiente forma:
60 de pacientes con sida, 15 de pacientes leucémicos, diez
de pacientes neutropénicos febriles, cinco de pacientes con
infecciones respiratorias altas y bajas, cinco de diabéticos
y cinco muestras de pacientes con septicemia.

Hemocultivo convencional. Se siguié la metodolo-
gia descrita por Roberts y Washington [10]. Se utilizaron
dos frascos para hemocultivo por paciente, cada uno con
60 ml de caldo soja tripticasa (Difco, EE.UU.), para adul-
tos y 20 ml para neonatos y pedidtricos, agregando 6 ml de
sangre venosa a los primeros y 2 ml a los segundos. Los
frascos se incubaron a 37 °C durante 30 dias, en el trans-
curso de los cuales se realizaron dos subcultivos por cada
frasco, a los cinco y diez dias de incubacién en dos tubos
con agar glucosado de Sabouraud (SDA) y dos tubos con
agar Mycosel (BBL, EE.UU.), incubandose a temperatura
ambiente (TA) y a 37 °C durante 30 dias, con observacio-
nes diarias en la bisqueda de crecimiento flingico para
realizar el diagndstico micolégico siguiendo la metodolo-
gia convencional correspondiente [10].

Método de lisis/centrifugacion modificado. Se uti-
liz6 la técnica modificada de Canteros y cols. [8]. Se utili-
zaron tubos cénicos de vidrio con tapa de rosca de 15 ml
de capacidad, a los cuales se les afiadié 0,5 ml de saponina
al 5% como agente lisante y 0,5 ml de heparina (5000 pl/ml)
como anticoagulante. A cada tubo se le agregd 9 ml de
sangre venosa, mezclandolo suavemente y se dejaron en
reposo durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, los
tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min, se descartd
el sobrenadante y la capa superficial del sedimento se ino-
culé en cuatro tubos (0,25 ml en cada tubo) de SDA y
Agar Mycosel incubdndolos a TA y 37 °C. Se realizaron
coloraciones con tinciéon de Wright con el fin de observar
los elementos flingicos y corroborar la lisis de los hematies
y leucocitos. Los tubos se observaron diariamente en la
busqueda de crecimiento fungico para realizar el diagnos-
tico micolédgico correspondiente.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 la t-student pareada
para determinar si con el método modificado de lisis/cen-
trifugacion, el crecimiento fungico es mds rapido que con
el método de hemocultivo convencional [18].
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Resultados

De las 100 muestras estudiadas, se obtuvieron 40 ais-
lamientos fingicos por ambos métodos: 18 C. albicans,
diez Candida spp., diez H. capsulatum 'y dos C. neoformans.

De los 18 aislamientos de C. albicans, tres corres-
pondieron a muestras provenientes de pacientes con sida,
uno de un paciente leucémico, seis de neutropénicos febri-
les, dos de infecciones respiratorias altas y bajas, tres de
diabéticos y tres de septicémicos. Candida spp. fue aislada
de una muestra de un paciente con sida, tres de leucémicos,
uno de neutropénicos, uno de infeccién respiratoria, dos
de diabéticos y dos de septicémicos. Los diez aislamientos
de H. capsulatum procedian de seis pacientes con sida, de
dos pacientes con leucemias y de dos neutropénicos, y los
dos aislamientos de C. neoformans procedian cada uno de
un paciente leucémico y neutropénico (Figura 1).

Con relacién al tiempo de crecimiento de los aisla-
mientos obtenidos, se observé que con el método conven-
cional, C. albicans y Candida spp. iniciaron su desarrollo
a partir de los ocho dias, mientras que con el método de
lisis/centrifugacién modificado el crecimiento se obtuvo a
partir de los tres dias de incubacién. En el caso de H. cap-
sulatum, hubo crecimiento a los 20 dias por el método de
hemocultivo convencional y a los 15 dias con el segundo.
C. neoformans creci6 a los 11 dias cuando se us6 el hemo-
cultivo convencional y a los siete dias de incubacién con
el método de lisis/centrifugacién modificado (Figura 2).

El tiempo de crecimiento fiingico usando el método
de lisis/centrifugacion modificado era significativamente
menor con respecto al método de hemocultivo convencio-
nal (p < 0,05).

Discusion

En la buisqueda de un método que permita el aisla-
miento rdpido de hongos productores de fungemias, se
compar$ el método de hemocultivo convencional con el
método de lisis/centrifugaciéon modificado. Ambos méto-
dos resultaron igualmente sensibles puesto que se obtuvo
el mismo numero de aislamientos fungicos en los dos
casos. C. albicans fue aislado de todas las patologias estu-
diadas, con predominio en el paciente neutropénico [5,6].
Candida spp. fue aislada de todas las patologias estudia-
das, aunque en menor frecuencia. En cuatro pacientes con
sida se aislaron levaduras del género Candida; estos
pacientes habian permanecido hospitalizados por un
tiempo prolongado, con nutricién parenteral y antibiético-
terapia multiple, factores que predisponen la aparicién de
candidemia. Estos hallazgos confirman que estas levaduras
son capaces de producir fungemias en las patologias
incluidas y posiblemente, en otras no estudiadas en este
trabajo, por lo cual la identificacién de la especie es nece-
saria para instaurar una terapia adecuada [1,4]. Santiago y
cols. [13] reportaron que H. capsulatum es el hongo ais-
lado con mayor frecuencia de muestras sanguineas en
pacientes con sida en el Hospital Universitario de Caracas,
datos que concuerdan con lo observado en esta investiga-
cion. C. neoformans fue aislado de un paciente leucémico
y de un neutropénico, pero no se recuperd de pacientes con
sida, como observamos en afios anteriores [13]. Sin embar-
go este hongo se aislé de muestras de liquido cefalorra-
quideo de estos pacientes con meningitis criptococdcica.
En nuestro hospital, la mayoria de los pacientes con sida
reciben terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA),
tratamiento que probablemente disminuya esta infeccién
fungica y la histoplasmosis [17], hechos que deberian ser
comprobados posteriormente. El hemocultivo convencio-
nal demostr6é ser un método muy laborioso para el diag-
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Figura 1. Hongos aislados (n = 40) de diferentes patologias usando los
métodos de hemocultivo convencional y lisis/centrifugacién modificado.
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Figura 2. Comparacioén del tiempo de crecimiento de los aislamientos
fungicos usando los métodos convencionales y lisis/centrifugacion
modificado.

néstico de fungemias, obteniéndose aislamientos muy tar-
dios. Con el método de lisis/centrifugacién modificado el
desarrollo flingico se observé mds precozmente, corrobo-
rando lo reportado previamente [2,7,8,19]. Por otra parte,
el método modificado propuesto es mas econémico, mas
sencillo (ya que no requiere de subcultivos como el hemo-
cultivo convencional), con lo cual se disminuye la alta
peligrosidad que conlleva manipular este tipo de hongos.
Los resultados obtenidos permiten recomendar el empleo
del método modificado de lisis/centrifugacion para el ais-
lamiento de hongos productores de fungemias, sobre todo
en aquellos hospitales con pocos recursos.
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