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1. Importancia

La presencia de micosis en los animales depende de numerosos
factores de riesgo como son: especie, fin zootécnico, la zona
geografica (clima, temperatura) y la eficiencia de su respuesta
inmunoldgica, entre otros. Las micosis llegan a desarrollar enfer-
medades localizadas o sistémicas, de ligeras a graves. La mayoria
de las veces, los tratamientos son prolongados v dificiles, por lo
que el diagndstico rapido y certero es lo mas deseable. Como se
ha referido en otros voliumenes de la presente coleccién, existen
diferentes técnicas diagndsticas para la identificacién de los agen-
tes micoticos, algunas requieren mas tiempo, como en el cultivo,
y otras son de alto costo como las técnicas moleculares. Algunas
de las herramientas diagnosticas que se pueden emplear a corto
plazo y son relativamente econémicas, se cuentan la citologia
e histopatologia, que siendo un método complementario, en
muchas ocasiones puede ser definitivo para la identificacion de

micosis en los animales domésticos v silvestres.

2. Consideraciones

Es necesario emplear la informacion que esté a nuestro alcance,

anamnesis e historia clinica. En las especies productivas se estara
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complementando con informacion sobre su fin zootécnico, ali-
mentacion, instalaciones y condiciones particulares de clima, en-
tre otros. Se recomienda en particular poner atencion al uso de
soluciones desinfectantes, ya que en ocasiones, no se utilizan co-
rrectamente ocasionando la resistencia de algun microorganismo.

Las lesiones macroscépicas producidas por hongos, algas y
levaduras no siempre son caracteristicas o patognomaonicas, de
tal forma que se requiere la observacién al microscopio éptico,
para que el patdlogo detecte y determine las estructuras compa-
tibles con estos agentes, las cuales son tridimensionales. Durante
el procesamiento histopatolégico que generalmente consiste en
la fijacion con formalina, y luego deshidratadas las muestras en di-
ferentes concentraciones de alcoholes, xilol, inclusién en parafina,
con un microtomo son cortadas de 3-5 uM, se hace la tincion con
Hematoxilina Eosina (HE), con lo cual se vera ligeramente afecta-
da su estructura. Dependiendo del corte, la orientacion de las es-
tructuras serd al azar (transversal, longitudinal, oblicuo), asi como
la porcion craneal, media o caudal; y habra que considerar en qué
etapa de desarrollo se encuentran. Puesto que, la observacién no
serad de la misma forma, cuando son obtenidas de un cultivo puro

y luego puestas al microscopio.
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Es menester que el patdlogo reconozca a los hongos de
acuerdo con su morfologia, forma, tamafno y etapa de desarrollo,
su presentacion clinica y la respuesta del huésped; pues estos se
encuentran involucrados con las lesiones en los érganos afectados
de las diferentes especies de animales.

A continuacion se presentan algunos métodos que pueden
ser empleados para el diagnostico de algunos hongos en mues-
tras de 6rganos y tejidos fijados en formalina, incluidos en parafina
y tefiidos con diferentes técnicas de histoquimica.

3. Importancia y descripcion de la morfologia
de hongos en cortes histopatoldgicos

3.1 Cryptococcus sp.

La criptococosis en los animales es causada principalmente por
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii. Su distribucién estd
localizada principalmente en ambientes humedos. La enfermedad
se presenta con mayor frecuencia en gatos, pero se ha observado
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en ganado bovino, perros, hurones, cobayos, ovejas, cabras, cer-
dos, llamas y otros animales, sobre todo cuando los animales estan
inmunodeprimidos por enfermedades subyacentes (pulmonares,
hepatica o renales), tumores malignos, enfermedades autoinmu-
nes o debido al empleo de inmunosupresores. Este agente puede
encontrarse en las heces de los pajaros, especialmente de las pa-
lomas, pollos y otras aves de compania. Aunque las aves pueden
transportar el hongo, por lo general, no desarrollan la enfermedad.
La transmision es principalmente por inhalacion de aerosoles
contaminados con blastoconidios, basidiosporas o células de
levadura mal encapsuladas (=1,8 a 3,0 uM de didmetro), ya que el
Cryptococcus se encuentra en el suelo, excrementos de las aves
o nidos. Alcanzan el tracto respiratorio inferior y los alvéolos, en
la superficie de las mucosas de la cavidad nasofaringea y del
componente conductor del sistema respiratorio. Son fagocitados
y eliminados facilmente por neutréfilos y macréfagos alveolares.
Para sobrevivir, las basidiosporas germinan rapidamente en leva-
dura en las mucosas o dentro de los fagosomas de los macréfagos
alveolares. La glucosilceramida sintasa derivada de la levadura

es esencial para la supervivencia de la levadura en las mucosas,
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también utiliza otros medios para evadir la muerte. Las levaduras
producen fosfolipasas que danan las células epiteliales alveolares
de tipo Il'y dificultan la produccion y funcién del surfactante, incre-
mentando asi su adhesion a neumocitos y facilita el ser fagocitado
por macrofagos alveolares. La capsula de polisacarido de levadura
tiene propiedades antifagociticas, pudiendo serinmunosupresora.
El grado de encapsulacion proporciona resistencia a la fagocitosis
y muerte por macrofagos. En las mucosas, las levaduras no encap-
suladas o mal encapsuladas se fagocitan y matan facilmente, mien-
tras que la levadura encapsulada es mas resistente a la fagocitosis
y la muerte. La capsula también puede inhibir el reconocimiento
de levadura por macréfagos y neutréfilos e inhibir la quimiotaxis
de leucocitos del torrente sanguineo en dreas de inflamacion.
Esta Ultima respuesta puede explicar la falta de inflamacion en los
quistes. Después de la fagocitosis y la fusion fagosoma-lisosoma,
la levadura sintetiza una capsula de polisacaridos (glucuronoxilo-
manano y galactoxilomanano), adicional dentro del fagolisosoma
del macréfago. Este proceso continta hasta que los macréfagos se
distienden mucho con la capsula (> 30 uM de didmetro), siendo

el mecanismo subyacente de la formacion de quistes expansibles
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llenos de una matriz gelatinosa observable a simple vista en
el cerebro. Las células de levadura parecen diseminarse desde
la cavidad nasofaringea al Sistema Nervioso Central (SNC) por
extension directa hacia las meninges y el neurdpilo, después de
la remodelacién compresiva y la ostedlisis de la placa cribiforme
por una infeccion local de los senos nasales pudiendo distribuirse
a otros tejidos, como la piel y huesos. El mecanismo de lesion es
la lisis celular, probablemente causada por atrofia secundaria a la
distorsion del tejido y la compresion por la expansion de quistes
criptococicos en el neurdpilo cerebral. Hay poca o ninguna infla-
macion en esta enfermedad. Las lesiones macroscopicas incluyen
la formacién de espacios quisticos expansibles llenos de una ma-
triz gelatinosa (la capsula) dentro del cerebro y la médula espinal,
lo que lleva a la compresion y distorsion del tejido.

La capsula de polisacarido enmascara los patrones molecu-
lares asociados a patdégenos (PAMP) y es antifagocitica, ademas es
mas delgada en las hifas en comparacion con la de las células de
levadura. La capsula de polisacarido ayuda a Cryptococcus a evitar
y sobrevivir al ataque de los fagociticos de células como macroéfa-
gos, células dendriticas y neutrdfilos. La capacidad que tienen las
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células de levadura encapsuladas para proliferar tanto intracelular
como extracelularmente en las células huésped facilita la disemi-
nacion criptocoécica a otros érganos, incluido el sistema nervioso
central. Porlo tanto, la forma de levadura de Cryptococcus es venta-
josa para establecer una infeccién, evadir la respuesta inmune del

huésped, diseminarse y causar una enfermedad fatal.

Diagndstico histopatolégico

Los criptococos son levaduras encapsuladas, esféricas a ovaladas
que miden de 5 a 10 uM de didmetro y tienen una yema de base
estrecha. Estan recubiertos de una capsula gruesa de polisacari-
do, que da la apariencia caracteristica de tener un espacio des-
pejado a su alrededor, que se puede ver en secciones de tejido
con tinciones HE. Al analizar el liquido cefalorraquideo, se puede
utilizar tinta china como tinciéon negativa para resaltar la capsula.
Debido a la capsula, los brotes parecen separados de las células
madre. El polisacarido capsular se tifie con azul alciano (AA) y mu-
cicarmina de Mayer. Como ocurre con todas las demas levadu-
ras, la pared del organismo se tifie con tinciones metenamina de
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plata de Grocott o Gomori (GMS) y 4cido periddico de Schiff (PAS)
(Figura 1). Los criptococos se tinen con tincion de Fontana-
Masson porque contienen melanina. La reaccion inflamatoria
contra los criptococos observada en la histopatologia, varia desde
granulomas bien formados donde los organismos se encuentran
dentro de macrofagos y células gigantes hasta una inflamacion
minima con abundantes organismos extracelulares que borran la
arquitectura del tejido. Las reacciones inflamatorias granulomato-
sas también muestran un espectro que va desde necrosis abun-
dante hasta granulomas fibrosos.

Diagndsticos diferenciales en la histopatologia

En ocasiones, la levadura puede producir una cantidad menor de
la cdpsula de polisacdrido caracteristica; por tanto, estos organis-
mos pueden parecerse a otras levaduras de tamafno similar, como
Candida spp. o Histoplasma sp. La tincién de estas muestras con
tincion de Fontana-Masson puede probar que la levadura produce
melanina, que es caracteristica de los criptococos.
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Figura 1. Microfotografia de cerebro, ratén. Levaduras encapsuladas, esféricas a ovaladas que miden de 5 a 10 uM de diametro y tienen una yema de
base estrecha con una capsula gruesa de polisacarido, que da la apariencia caracteristica de tener un espacio despejado a su alrededor que corres-
ponden a Cryptococcus neoformans. A. Tincion de Mucicarmin; B. Tincion de PAS. 40X. (Cortesia del Dr. Roberto A. Cervantes Olivarest, FMVZ-UNAM).

S
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3.2 Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum tiene una distribuciéon mundial, se le en-
cuentra en edificios antiguos, cuevas y suelos ricos en excremen-
tos de pajaros y murciélagos; sin embargo, existen areas endémi-
cas como en Ohio y Mississippi en los Estados Unidos, América
Central y América del Sur, también en el sur de Europa, algunas
partes de Africa y en el sureste de Asia.

Histoplasma capsulatum tiene un ciclo de vida dimérfico; la
fase micelial (microconidios) ocurre en ambientes extracelulares
(25°C), mientras que la fase de levadura ocurre intracelularmente
dentro de las células del sistema monocito-macréfago (37°C).
Estan presentes en aerosoles derivados del suelo de ambientes
hdmedos. La histoplasmosis se adquiere mediante la inhalacion
de microconidios y, segun la cantidad de hongos inhalados vy el
estado inmunoldgico, el huésped puede o no desarrollar la enfer-
medad pulmonar aguda o crénica o una infeccion diseminada.
Una vez inhalados, los conidios son ingeridos por los macréfagos
alveolares del pulmén, donde los organismos se convierten en la
fase de levadura. Los organismos fagocitados sobreviven dentro

de los macréfagos durante semanas y pueden diseminarse a medi
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da que los macroéfagos viajan por el sistema linfatico. Histoplasma
capsulatum es un patégeno intracelular que puede permanecer
viable dentro de los macréfagos hasta que la inmunidad mediada
por células especificas elimine a los organismos. La enfermedad
diseminada se produce tras la infeccion inicial o como reactivacion
de una enfermedad latente en animales con inmunodeficiencias de
células T, neoplasias hematolodgicas o empleo de corticosteroides.
El mecanismo de dano eslalisis celular por via granulomatosa
cronica a inflamaciéon piogranulomatosa. Las lesiones macroscopi-
cas incluyen engrosamiento de las paredes del intestino delgado
y agrandamiento del higado, pulmdn, bazo y ganglios linfaticos
mesentéricos; asi como la formacion de uno o mas nédulos solidos
de color blanco-amarillo distribuidos al azar en el tejido afectado.
Los linfonodos, la médula ésea y los ojos también pueden infec-
tarse con hongos a través del trafico de leucocitos y adquirir una
respuesta inflamatoria granulomatosa. Aunque es poco comun,
puede ocurrir una infeccién del sistema nervioso central. La histo-
plasmosis cavitaria cronica puede ser clinicamente indistinguible
de la tuberculosis. Los perros y gatos lo adquieren a través de la
inhalacion de microconidios (esporas de 2 a 5 um de diametro),
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que pueden alcanzar el tracto respiratorio inferior (bronquios y
bronquiolos). Los microconidios se depositan en las mucosas de la
cavidad nasofaringea y los componentes conductores del sistema
respiratorio a través de turbulencias centrifugas e inerciales. Los
neutrofilos y los macréfagos alveolares fagocitan microconidios
atrapados en la capa mucosa de las mucosas. Y debido a que los
macréfagos y los neutrdfilos pueden destruir los microconidios,
hay una transicion rapida a la forma de levadura porque brinda
proteccion contra las respuestas inmunitarias innatas y adapta-
tivas. Después de la fagocitosis, si no mueren, los microconidios
germinan en fagosomas en forma de levadura. La transicion de
microconidios a levadura es indispensable para ocasionar pato-
genicidad fungica. La forma de levadura esta protegida contra las
defensas del huésped siempre que esté oculta en fagosomas de
macrofagos viables.

Se ha identificado una serie de factores de virulencia, que in-
cluyen adhesinas e invasinas, moléculas implicadas en la homeos-
tasis del hierro y moléculas que pueden interrumpir la fusion del
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fagosomelisosoma. Debido a que los macréfagos tienen una vida
util corta (6 a 16 dias), los antigenos de polisacéridos de superficie
de levadura y derivados de levadura se liberan de los macréfagos
muertos a la ldmina propia del intestino delgado. Estos polisa-
caridos, las quimiocinas y citocinas secretadas por macréfagos
infectados conducen al reclutamiento de macréfagos adicionales
y células inflamatorias piogranulomatosas en la ldmina propia. Este
proceso es repetitivo; las lesiones caracteristicas de la histoplasmo-
sis se producen debido a los ciclos recurrentes de la replicacion en
los macréfagos, la muerte de los macréfagos vy la liberaciéon de le-
vadura, y la fagocitosis de la levadura por macréfagos recién reclu-
tados e ingenuos. Por tanto, el volumen de exudado inflamatorio
crece con el tiempo, lo que da como resultado un engrosamiento
de la pared intestinal, interrupcién del drenaje vascular linfatico y
alteraciones de los complejos de uniéon de las células epiteliales
de las vellosidades, todo lo cual resultara en una enteropatia con

pérdida de proteinas caracteristica de la histoplasmosis.

*



Diagndstico
histopatoldgico
de micosis

en los animales
domésticos

Diagndstico histopatologico

Histoplasma capsulatum en tejido, es una levadura ovalada de 2
a 4 um que puede mostrar yemas de base estrecha. Con la tin-
cion HE, el citoplasma de la levadura basdfila se separa del tejido
circundante por una zona clara correspondiente a la pared celular.
La pared celular se resalta con tinciones GMS y PAS. Debido a que
las levaduras son ingeridas inicialmente por los macréfagos, bajo
microscopia de luz parecen agruparse. Este agrupamiento dentro
de los histiocitos, y ocasionalmente dentro de los neutrdfilos,
también se puede observar en liquidos tefidos con tinciéon de
Papanicolaou o frotis de sangre tefidos con tincién de Giemsa
(Figura 2). Las infecciones pulmonares cronicas que aparecen
radiograficamente como lesiones en moneda muestran una
inflamacién granulomatosa tipica con necrosis central y material
calcificado. Las levaduras se encuentran generalmente en este
material calcificado necrdtico, que se puede perder durante el

procesamiento y el corte del tejido.

Diagnosticos diferenciales en la histopatologia

Varios hongos pueden confundirse con Histoplasma capsulatum
cuando se estudian secciones de tejido. La presencia de brotes de
base amplia y la busqueda de formas mas grandes puede ser Util
para hacer el diagndstico de blastomicosis. Los criptococos son
deficientes de capsulas por lo que la variacion de tamafo y la bus-
queda de levaduras tefiidas con mucicarmin débilmente positivas
pueden sugerir el diagndéstico de criptococosis. En la coccidioido-
micosis, las endosporas se deben buscar en restos de una esférula
rota o una esférula intacta, esto es primordial para su diagnostico.
Candida glabrata puede mostrar una mayor variabilidad de tama-
fo que en la histoplasmosis y la inflamaciéon es principalmente
neutrofilica.

Algunos protozoarios también pueden mostrar organismos
intracelulares de tamafo similar, incluidos los agentes como
Leishmania sp., Toxoplasma spp. y Trypanosoma cruzi, por lo que
deben diferenciarse de la histoplasmosis. La diferencia histopato-
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l6gica entre estos microorganismos y la histoplasmosis es que HE
tifle todo el protozoo y ninguno muestra el halo producido por
la pared celular del hongo. Se deben observar los cinetoplastos;
ya que, una barra distinta tefiida con hematoxilina al costado del
nucleo, es observable si el paciente tiene leishmaniasis o enfer-
medad de Chagas. Las células infectadas en la toxoplasmosis vy la
enfermedad de Chagas son somaticas (cardiomiocitos o neuronas)
en lugar de histiocitos. El diagnostico definitivo de histoplasmosis
puede resultar dificil utilizando cortes de tejido, y si una parte de
la muestra de tejido no se envié para cultivo, se haran pruebas al-
ternativas con muestras de sangre, que pueden ayudar en el diag-
nostico de enfermedades diseminadas empleando métodos de
lisis-centrifugacion para liberar las levaduras de los histiocitos. Otras
pruebas que pueden emplearse son la fijacion del complemento o
la inmunodifusion, aunque hay que considerar que la produccion
de anticuerpos puede no ocurrir en pacientes inmunodeficientes.
Los resultados falsos positivos en serologia pueden ocurrir en pa-
cientes con linfoma, tuberculosis y otras infecciones fungicas, en
particular blastomicosis. La reactividad cruzada con blastomicosis

es particularmente problematica porque la histoplasmosis y la
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blastomicosis tienen una endemicidad superpuesta e histopatolé-

gicamente tales levaduras a veces pueden confundirse.

3.3 Coccidioides spp.

Coccidioides immitis es endémica en las areas desérticas de Califor-
nia, en particular el valle de San Joaquin. Coccidioides posadasii esta
presente en regiones desérticas del noroeste de México, Arizona,
Utah, Nuevo México y el oeste de Texas, y en dreas desérticas en
Argentina, Paraguay y partes de América Central. Sin embargo, se
ha encontrado muy poca diferencia en la morfologia o presen-
tacion clinica entre las dos especies. Existe una clara correlacion
entre la incidencia de enfermedades vy los factores ambientales. El
hongo esta presente en el suelo y aumenta su crecimiento cuando
hay veranos lluviosos seguidos de inviernos secos, en construccio-
nes, en actividades de agricultura, también aparece después de
terremotos. Producen artroconidios (=3 a 6 UM de didmetro) que
se transportan al aire por la alteracion del suelo. En cualquiera de
estos casos, los artroconidios de Coccidioides spp. se liberan en

mayor cantidad.
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Figura 2. Microfotograffa de pulmén, perro. Levadura ovalada de 2 a 4 um con yemas de base estrecha que corresponden a Histoplasma capsulatum.
A. Las levaduras se encuentran en el citoplasma de macréfagos y parecen agruparse. Tincion HE. 40X. B. La pared celular se resalta. Tincion PAS.
40X. C. Lavado bronquioalveolar, perro. Las levaduras se encuentran dentro de los macréfagos con un fondo de neutrdéfilos y eritrocitos. Tincion de

Papanicolaou. 40X. ;)
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La patogenia de la coccidioidomicosis es similar a la de Ia his-
toplasmosis. Los animales inhalan los artroconidios, se depositan y
quedanatrapadosenelmocodelasmucosasdelasviasrespiratorias,
donde los neutrdéfilos y los macrofagos alveolares pueden fagocitar
y destruir los artroconidios. Sin embargo, hay una rapida transicion
de artroconidios a esférulas, siendo estas Ultimas mas resistente a la
fagocitosis y la expresion de factores de virulencia adicionales que
causan una inflamacion aguda dan como resultado una lesion 'y
colonizacion de la mucosa. Algunos de estos factores de virulencia
son la produccion de una glicoproteina de la pared externa de la
esférula que modula la respuesta inmune y compromete la inmu-
nidad mediada por células. El agotamiento de la glicoproteina de
la pared externa de la esférula en la superficie de las endosporas,
previene su fagocitosis, la produccion de arginasa | del tejido del
huésped y ureasa coccidioidal, responsables del dafo tisular en
los sitios de infeccién. La laminina y el coldgeno expuestos sirven
como receptores para ligandos fungicos que mejoran la adhesion
y la colonizacién e invasion de las mucosas y la membrana basal
lesionadas. Las esférulas atrapadas en la capa de moco, crecen

entre 20 a 60 UM de didmetro o mas y forman una pequena
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cantidad de endosporas intraesferulares (=1 a 5 uM de didmetro),
mediante de un proceso llamado endosporulacion; de modo que,
pueden ser fagocitadas por macréfagos alveolares, macrofagos de
las mucosas y células dendriticas. Las endosporas crecen en esfé-
rulas de sequnda generacion, protegidas dentro del citoplasma de
estas células, siendo capaces de producir un promedio de 200 a
300 endosporas que se liberan sobre y dentro de la mucosa cuando
se lisan las células infectadas. Este proceso amplifica rapidamente
el numero de endosporas y con ello esférulas en las mucosas res-
piratorias y la oportunidad de una colonizacion exitosa de las vias
respiratorias y los pulmones. Las esférulas parecen escapar de la fa-
gocitosis porque son demasiado grandes para ser fagocitadas por
neutrofilos, macrofagos y células dendriticas. Cuando las esférulas
maduran o son dafadas por células inflamatorias, mediadores
quimicos y/o enzimas degradantes, liberan nuevas endosporas en
la mucosa intacta o lesionada. Debido a que la endosporulacion
y la lisis celular son procesos repetitivos, las citocinas proinflama-
torias liberadas por los macréfagos “activados” ayudaran a reclutar
macréfagos y neutrdfilos adicionales en el pulmén (inflamacion
granulomatosa). Los macréfagos infectados con endosporas se
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diseminan a través del trafico de leucocitos en los vasos linfaticos
y el sistema circulatorio localmente a los tejidos linfoides, regio-
nalmente a los linfonodos y otros érganos o tejidos (piel, huesos,
musculos, glandulas suprarrenales, SNC, médula 6ésea y 0jos).
Ocasionalmente, la infeccion cutdnea primaria puede ocurrir por
infeccion directa de la piel dafada.

Las lesiones macroscopicas incluyen neumonia intersticial
piogranulomatosa con granulomas amarillo-blanco de tama-
nos variados distribuidos al azar en los pulmones y granulomas
expansibles de apariencia similar en los linfonodos. La mayorfa de
las infecciones pulmonares agudas conocidas como “Fiebre del
Valle” se consiguen resolver; sin embargo, en una minorfa de pa-
cientes la infeccion puede volverse crénica progresiva, mostrando
una cavidad o un noédulo. La enfermedad extrapulmonar ocurre
principalmente en animales con enfermedades degenerativas o

inmunodeprimidos.
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Son caracteristicas de la coccidioidomicosis, las esférulas de varios
tamanos (10 a 100 um) con multiples endosporas (2 a 5 um) y se
pueden ver con la tincion de rutina HE. Las paredes de algunas
de las esférulas pueden parecer rotas y las endosporas se derra-
man en los tejidos circundantes. Las lesiones activas contienen
multiples organismos, mientras que las lesiones residuales o en
resolucion suelen mostrar un menor nimero de organismos. La
tincion GMS destaca las paredes de las esférulas y las endosporas
(Figura 3). Por el contrario, las reacciones, con la tincién de PAS,
varian con la edad de las estructuras del microorganismo: las en-
dosporas y esférulas jovenes se tifien fuertemente, mientras que la
tincion se desvanece a medida que los organismos maduran. Oca-
sionalmente, se pueden observar micelios en lesiones pulmonares
O cutaneas cavitarias. La reaccion inflamatoria a las endosporas es
predominantemente neutrofilica, mientras que la reaccion a las

esférulas es granulomatosa.
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Figura 3. Coccidioides immitis. Microfotografia de pulman, bovino. A. Neumonia linfocitica e histiocitica grave con presencia de abundantes esférulas
de varios tamafnos que se tifien fuertemente. Tincion PAS. 4X. B.y C. Reaccion granulomatosa y cimulo de neutrofilos con presencia de esférulas de
diferentes tamafos (10 a 100 um). Tincion HE. 40X. B. (Cortesia del Dr. René Alejandro Castro Arellano, CEDISACH). D
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En medicina humana, la sensibilidad para la deteccién histo-
patolégica de Coccidioides spp. es de 84% y para la de citologia es
de 75%; sin embargo, no ha sido descrito en animales.

Alinicio de la infeccion las lesiones tienden a mostrar piogra-
nulomas porque la concentracion de esférulasy endosporas es alta.
Se han descrito grupos linfociticos de células By T alrededor de los
granulomas con necrosis y parecen ser una respuesta importante
a la coccidioidomicosis. Los eosindéfilos pueden ser abundantes,
liberando la principal proteina basica eosinofilica y pueden crear
el fendmeno Splendore-Hoeppli (se observa un borde intenso de
material eosinofilico alrededor de los elementos fungicos).

Diagndsticos diferenciales en la histopatologia

Rhinosporidium seeberi, un parasito mesomicetozoario que causa
polipos en la mucosa nasal de perros y équidos, produce grandes
esporangios, con multiples endosporas internas. Rhinosporidium
seeberi tiene una morfologfa muy similar, pero sus esporangios
y endosporas son mas grandes que las esférulas de Coccidioides
spp, Y su pared interna de los esporangios se tifile con mucicarmin.
Cuando se sospecha coccidioidomicosis, es importante buscar
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esférulas; las endosporas fuera de las esférulas o las esférulas
jovenes sin endosporas pueden confundirse con Blastomyces,
Histoplasma, Candida, Pneumocystis y otras levaduras. En pacientes
inmunosuprimidos puede coexistir mas de una infeccién.

Debido a las limitaciones del cultivo, en los laboratorios han
estudiado ensayos gendmicos dirigidos al espaciador transcrito
interno 2 (ITS2) o al antigeno rico en prolina (Ag2 / PRA) con una
sensibilidad de hasta el 98%. La deteccion de anticuerpos contra
Coccidioides puede ser una importante herramienta de diagnos-
tico. En la actualidad, la IgM vy la IgG se miden generalmente me-
diante EIA y/o inmunodifusion.

3.4 Candida spp.

Candida albicans coloniza las membranas mucosas intactas de
la lengua, orofaringe y el esdfago. Ocurre principalmente en
ungulados, pero también se ha visto en carnivoros. No se consi-
dera una enfermedad primaria, no obstante, a menudo indica una
enfermedad subyacente, particularmente en animales jovenes. El
uso de antibidticos, terapia de glucosa intravenosa, una dieta alta

en azUcar, alteraciones metabdlicas como diabetes mellitus, dano
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tisular secundario a quimioterapia o radiaciéon, e inmunosupresion,
pueden alterar la microbiota de la cavidad bucal permitiendo la
colonizacion de estos organismos que generalmente no estan
presentes. La disponibilidad de hierro es un factor limitante para
las bacterias autéctonas, que compiten con la levadura por la
colonizacién de la mucosa. En raras ocasiones, puede producirse
una infeccién sistémica.

Los animales ingieren o inhalan la levadura donde persiste
como un microbio comensal que coloniza la mucosa sin causar
lesiones o enfermedades y se convierte en parte de la microbiota
asociada con las superficies mucosas. El equilibrio entre comensa-
lismo y enfermedad es tenue, y las perturbaciones de las mucosas
y/0 los cambios en el estado fisiolégico del animal pueden cam-
biar este equilibrio a favor de la enfermedad (es decir, las formas
filamentosas pseudohifales y/o hifas).

El mecanismo de lesion en la glositis por Candida spp. se
debe a la proliferacion e invasion de pseudohifas e hifas filamen-
tosas en la mucosa y/o la ruptura y lisis de la mucosa causada por
la inflamacion y sus mediadores quimicos y enzimas degradantes.
En condiciones normales, la temperatura de la mucosa en la ca-
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vidad bucal es cercana a la temperatura ambiente (25 °C). Esta
temperatura favorece el crecimiento de la levadura, mientras que
las pseudohifas y/o hifas prefieren crecer a 37 °C. La forma de le-
vadura es capaz de cambiar esta dependencia por la temperatura
para el crecimiento a través de reordenamientos cromosomicos,
el cambio es atribuible a factores de virulencia expresados selec-
tivamente en condiciones predisponentes adecuadas en la leva-
dura. Estas persisten al adherirse y colonizar la mucosa mediante
interacciones ligando-receptor y/o hidrofobas. Las levaduras y las
formas pseudohifales e hifas tienen ligandos en sus paredes celu-
lares (aglutinina, Hwp), permitiendo que estas formas se adhieran
a las células epiteliales e invadan la mucosa. Aunque no se carac-
teriza, el dano epitelial, ademas del producido por la inflamacion,
también puede ser causado por apoptosis iniciada por factores de
virulencia en formas pseudohifales y/o hifas.

El crecimiento superficial de Candida spp. se manifiesta con
la formacion de aftas cubiertas por una pseudomembrana gris ver-
dosa que se desprende facilmente de la superficie mucosa, que

consta de células epiteliales descamadas, fibrina e hifas fungicas.
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En los tejidos, las formas de Candida spp. aparecen como capas
de levaduras que miden de 3 a 5 uM de diametro entremezcladas
con pseudohifas o filamentos. Los organismos pueden observarse
con tinciones HE, GMS y PAS (Figura 4). Candida glabrata no pro-
duce filamentos. Es muy importante revisar la invasion de tejidos
y vasos, ya que el crecimiento en la piel, los pulmones y el tracto
gastrointestinal o genitourinario es indicativo de colonizacién. La
reaccion habitual del huésped consiste principalmente en infla-
macion neutrofilica con algunos linfocitos y macréfagos, fibrina
y necrosis coagulativa, y en ocasiones células gigantes y granu-
lomas. Cuando Candida spp. invade los vasos sanguineos puede
causar aneurismas micéticos o tromboflebitis, asi como vasculitis
necrotizante, pero no se observan organismos en los vasos necro-
ticos, lo que respalda el concepto de que las fracciones solubles
de Candida causan las lesiones necrotizantes. En mujeres con
infecciones vaginales por Candida, los frotis ginecoldgicos tefidos
con Papanicolaou presentan nucleos hipercromaticos agrandados
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con halos perinucleares; estos cambios pueden confundirse con
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado.

Diagndsticos diferenciales en la histopatologia

Las levaduras de Candida spp. que producen pseudohifas, requie-
ren diferenciarse de otras levaduras y mohos que producen verda-
deras hifas en los tejidos. El diagndstico diferencial mas frecuente
es con Aspergillus spp. y Trichosporon spp. Las pseudohifas alarga-
das de Candida spp. pueden parecer ramificadas, se diferencian
porque son delgadas y no tienen tabiques. Los blastoconidios de
Candida spp. en germinacion también pueden parecer ramifica-
das, pero pueden distinguirse por la ausencia de una constriccion
entre la base de la blastoconidia y el tubo germinativo.

En humanos se emplea el hemocultivo, el ensayo de hibri-
dacion in situ fluorescente de acido nucleico peptidico en frotis
hechos con frascos de hemocultivo positivos, y la deteccion por

PCR multiplex-tandem en sangre completa, suero o plasma.
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Figura 4. Candida albicans. Microfotografias de rifdén, conejo. A. Necrosis tubular con fragmentos de levaduras. Tinciéon de HE. 40X. B. Levaduras
entremezcladas con pseudohifas o filamentos que miden de 3 a 5 UM de diametro. Tincion de Gram. 40X. D

*



Diagndstico
histopatoldgico
de micosis

en los animales
domésticos

3.5 Aspergillus spp.

Afecta principalmente animales con inmunosupresion, quimiote-
rapia o terapia prolongada con corticosteroides. En los animales,
especialmente en los perros, los hongos penetran al organismo
por inhalacién de los conidios (=2 a 3 UM de didmetro) que se
depositan en las mucosas de la nasofaringe y se distribuye por
turbulencia centrifuga e inercial producida por la respiracion.
El hongo es un saprofito de materia muerta o en descomposicion.
El género Aspergillus comprende una gran cantidad de mohos que
se reproducen asexualmente produciendo cadenas no ramificadas
de conidios a partir de una estructura bulbosa llamada vesicula.
Aspergillus spp. son omnipresentes en el medio ambiente y se han
utilizado durante siglos para fermentar arroz en la produccion de
sake y salsa de soja. En la industria, Aspergillus niger se utiliza para
producir acido citrico y numerosas enzimas comerciales. También
interactla con el aparato mucociliar y moléculas defensivas
liberadas de células epiteliales de la mucosa, y finalmente son
fagocitados por neutrdéfilos y macrofagos alveolares. El mecanismo

de la lesion consiste en la interrupcion vy lisis de las mucosas en la
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cavidad nasal y el sistema respiratorio, causada por la inflamacion,
sus mediadores y enzimas degradativas, y por la proliferacion e
invasion concurrentes de hifas fungicas. Las lesiones son princi-
palmente inflamatorias y necréticas con formacion de pseudo
membranas, fibrina e hifas fungicas que pueden cubrir las su-
perficies mucosas de cornetes, senos nasales y vias respiratorias,
posteriormente son capaces de invadir el hueso y el cartilago. En
los pulmones pueden formarse granulomas de diversos tamafos
con distribucion al azar. En otras especies animales, la aspergilosis
comienza como una infeccion del sistema respiratorio, a menudo
asintomatica, y luego los conidios se diseminan a otros sitios en
los macréfagos a través del trafico de leucocitos infectados. Estos
sitios incluyen el pulmaon, rindn, gldndula mamaria y la placenta en
el ganado; bolsas guturales en caballos; y pulmones en gatos. Las
hifas también pueden diseminarse a través del sistema circulatorio
a otros 6rganos a través de un proceso llamado angioinvasion. En
humanos, la aspergilosis engloba tres entidades: aspergilosis bron-
copulmonar alérgica (ABPA), aspergilosis/aspergiloma pulmonar
cronica y aspergilosis invasiva o sistémica.
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Aspergillus spp. se describen como hifas delgadas (3 a 12 uM), sep-
tadas, de angulo agudo (45°) o ramificadas dicotdmicas (Figura 5).
Se pueden observar vesiculas con conidios cuando los hongos es-
tan presentes en lesiones cavitarias o senos nasales. Se debe tomar
en consideracion las caracteristicas particulares que existen en las
diferentes especies de Aspergillus o los cambios que pueden ocu-
rrir después del tratamiento antifungico. El foco de hongos en la
aspergilosis pulmonar crénica consiste en hifas enredadas dentro
de material necrotico. En aspergilomas de paredes delgadas la re-
accion que rodea el foco de hongos consiste en fibrosis, mientras
que en la aspergilosis pulmonar crénica cavitaria/necrotizante hay
una capa de tejido necrético con abundantes hifas rodeadas de te-
jido de granulacion y una capa externa de fibrosis. Las reacciones
adicionales en la pared de la cavidad pueden incluir granulomas,
eosindfilos con formacion del fendmeno de Splendore-Hoeppli al-
rededor de las hifas, cristaloides de oxalato de calcio y macréfagos
cargados de hemorragia o hemosiderina. La diferenciacion de los

casos con aspergilosis pulmonar crénica cavitaria/necrotizante de
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aquellos con aspergilosis invasiva puede ser dificil, ya que los vasos
en la pared de la cavidad pueden mostrar invasiéon hifal y varios
grados de trombosis. Los aspergilomas suelen ser lesiones paren-
quimatosas, pero si el aspergiloma surge en una bronquiectasia

serd broncocéntrico.

Diagndsticos diferenciales en la histopatologia

La histologia y la presencia de Aspergillus spp. en cultivo tienen
amplia correlacion, el diagnéstico diferencial se realiza con
Fusarium spp., Pseudoallescheria spp., Phialophora verrucosa y
Trichophyton spp. Las tinciones de Fontana-Masson pueden ser
Utiles para demostrar pigmentos en organismos como Bipolaris y
Curvularia.

Los casos con doble infeccion por Aspergillus spp. y
Candida spp. u otros géneros, plantean dilemas acerca del
diagndstico y se sugiere la inmunohistoquimica, la hibridacion
insitu o la PCR, pero en la actualidad solo estan disponibles para su

uso en investigacion.
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Figura 5. Aspergillus spp. Microfotografia de rinén, conejo. A. Necrosis tubular con infiltrado de neutréfilos y macréfagos alrededor de fragmentos
hifas delgadas. Tincion de PAS. 40X. B. Hifas septadas con dngulo agudo (45°) y ramificadas dicotémicas (3 a 12 uM). Tincion Groccott. 40X. D
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3.6 Dermatofitos

Las dermatofitosis son infecciones fungicas que estan presentes
en la piel, el pelo y las garras de los animales causada por hongos
anamorficos (asexuales o imperfectos) patdgenos que incluyen a
Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton, generalmente aso-
ciados con la queratina de los huéspedes. Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis y Epidermophyton
floccosum se distribuyen en todo el mundo. La migracion de po-
blaciones ha provocado cambios en la distribucion de los diferen-
tes dermatofitos. Las micosis superficiales y cutaneas se adquieren
por contacto con animales infectados con conidios presentes en
el suelo, por contacto con material infeccioso como escamas o
pelo en el medio ambiente o en fomites (peines, cepillos, rasura-
doras, tachuelas equinas). Los dermatofitos pueden colonizar las
estructuras cornificadas (pelo, garras) y el estrato cérneo, en virtud
de sus proteasas queratinoliticas, ademas de causar lesiones sin
que necesariamente ingresen en el tejido vivo. La micosis cutanea
es la mas comun en seres humanos y animales, especialmente en
gatos. Los animales jovenes son mas susceptibles que los adultos;
la sobrepoblacién, instalaciones sucias y/o humedas, nutricion in-
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adecuada, inmunosupresion, también los hace susceptibles. Los
dermatofitos son mas contagiosos que otras infecciones por hon-
gos, el contacto prolongado entre los conidios y la piel (espacios
entre las unas), y con la humedad y temperatura adecuadas (areas
interdigitales o cabello) son mas propensas a albergar estas infec-
ciones. Estas infecciones se denominan tifa, seguidas del sitio del
cuerpo afectado, por ejemplo, esta la tinea unguium u onicomi-
cosis (en las unas), tinea cruris (en la ingle), entre otras. Todas las
tifas evidencian un patrén clinico similar, mostrando un anillo de
piel inflamatoria descamada que se acompana de ardor y prurito.
Estos hongos expresan carbohidratos adhesinas especificas que
permiten la union a las células epiteliales y producen multiples se-
rinas y metaloendoproteasas que permiten la digestion de la red
de queratina. Los dermatofitos causan enfermedades crénicas de
la piel, ya que se adaptan y no se eliminan por la respuesta inmu-
ne del huésped. Los mananos de la pared celular de Trichophyton
son capaces de inhibir las respuestas linfoproliferativas in vitro y
también pueden ser responsables de inhibir la renovacion del es-
trato corneo. La respuesta del huésped es principalmente hiper-
sensibilidad de tipo retardado y varia en grado segun el estado
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inmunolégico del huésped y el dermatofito infectante. Ademas,
existe una asociacion entre las infecciones por dermatofitos y la
alergia, en particular el asma. Otros dos grupos también impor-
tantes son Malassezia spp. y Candida spp. Las infecciones por
Malassezia causan tifia versicolor y estan particularmente relacio-
nados con la aplicacion de aceites y lociones, uso de corticoste-
roides, exposicion a la luz solar, hidrosis y posiblemente derma-
titis seborreica. Los dermatofitos zoofilicos (Microsporum canis 'y
Trichophyton mentagrophytes) son patégenos primarios de anima-
les, pero pueden infectar a los humanos. Microsporum canis esta tan
bien adaptado, especialmente en gatos de raza pura de pelo lar-
go, que se producen infecciones inaparentes. Los Yorkshire terriers,
los gatos persas y gatos del Himalaya parecen estar predispuestos
a la dermatofitosis por M. canis. La fuente de las infecciones por
M. canis suele ser un gato infectado. En Trichophyton spp. las infec-
ciones suelen adquirirse por contacto con huéspedes reservorios,
que en el caso de T. mentagrophytes son roedores o su entorno
inmediato. Los dermatofitos geofilicos (por ejemplo, Microsporum
gypseum) se encuentran en el suelo como saprofitos, pero en con-
diciones favorables pueden infectar a los humanos y animales si
la integridad de la piel se rompe, o si el sistema inmunoldgico del

huésped esta comprometido.
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Para detectar dermatofitos en la capa de queratina es necesario
utilizar tincion GMS o PAS (Figura 6), ya que se trata de hongos
hialinos que son dificiles de observar en la capa de queratina
con HE. Se pueden visualizar hifas y aleurioconidios y son parti-
cularmente prominentes en los foliculos pilosos. La reaccion del
huésped al hongo es muy variable. En la capa de queratina puede
haber hiperqueratosis leve con paraqueratosis focal. En las lesiones
agudas de la epidermis, muestran espongiosis y microabscesos
neutrofilicos. Por ultimo, la dermis muestra varios grados de lin-
focitos perivasculares y células plasmaticas, y en algunos casos
puede haber un edema dérmico papilar prominente. Cuando un
dermatofito causa una inflamacién grave de los foliculos pilosos
con infiltrado es principalmente neutrofilico o el granuloma
cronico con inflamacion mononuclear prominente. En ambos
casos, pueden estar presentes células gigantes y frecuentemente
contienen fragmentos de elementos hifales. En raras ocasiones los
dermatofitos pueden invadir la epidermis y la dermis, produciendo
lesiones nodulares que se asemejan a los micetomas.
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Figura 6. Dermatofitos. Microfotografia de piel, perro. A. Foliculitis con infiltrado de neutréfilos y macréfagos, presenta hongos hialinos dificiles de
observar en la capa de queratina del pelo. Tincién HE. 40X. B. Se pueden visualizar aleurioconidias fuertemente positivas en la capa de queratina del
pelo. Tincion de PAS. 40X. C. Hifas y conidias tefiidas con Groccott. 40X. D
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Diagndsticos diferenciales en la histopatologia

Las infecciones micoéticas superficiales causadas por Candida spp.
y Malassezia spp. deben considerarse en el diagnéstico diferencial
de dermatofitos. En comparacion con los dermatofitos, estos orga-
nismos tienden a tefir los basdfilos con HE. En el caso de Candida
spp. es indispensable asegurarse de que la infeccion sea superfi-
cial y no exista invasion vascular. Si se observa invasion dérmica
o vascular, es importante descartar manifestaciones cutaneas de
fungemias sistémicas. Los raspados de lesiones pueden aclararse
con hidréxido de potasio al 20% (KOH) y luego observarse con
un microscopio éptico; o bien, tenirse con blanco de calcofluor y
hacer la observaciéon con un microscopio de fluorescencia.

Esto identificard la presencia de elementos fungicos, pero no
determinara el tipo de hongo presente. Los cultivos son impor-
tantes para diferenciar entre enfermedad dermatofitica e infeccio-
nes cutaneas superficiales causadas por otros hongos o levaduras.
El diagndstico se establece antes de iniciar el tratamiento, por
la duracion, el costo y los posibles efectos secundarios de los
medicamentos utilizados. Ademas, conocer las especies de
dermatofitos puede ayudar a determinar las debidas medidas
preventivas en las mascotas y ayudara a prevenir posibles fuentes
de reinfeccion.

am @ m

Las pruebas de PCR de raspados de piel y el uso de otras
muestras para identificar dermatofitos y otros hongos que pueden
causar onicomicosis e infecciones cutaneas superficiales; siguen
en fase de investigacion.
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