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Parte III. Apoyo del laboratorio de microbiologia y anatomia
patoldgica en el diagnostico y manejo de infecciones en el paciente
con cancer y trasplante de precursores hematopoyéticos

Marcela Ferrés', Mdnica Lafourcade?, Pilar Gambra®, Inés Cerdén?, Ernesto Paya” y David Oddé®

Support of the laboratory of microbiology and pathological anatomy
in the diagnosis and management of infections in cancer patients and
transplantation of hematopoietic stem cell transplant receptors

The confrontation of the differential and etiological diagnosis of the infectious diseases of cancer patients,
including hematopoietic stem cells transplant (HSCT) recipients, must correspond to an informed, timely decision
that directly affects medical behavior that determines a better survival and quality of life for patients. The main
goal of this work was to contribute to the management of these patients developing a useful tool for the clinician
to make these decisions. For that, infections were grouped by compromised systems, differentiating the possible
etiological agents in bacteria, viruses, fungi and parasites, highlighting the relevant diagnostic tests, mentioning
the recommended techniques together with the optimal sample type for proper processing. In addition, under each
group of techniques we added the item “level of requirement” to suggest what, in the opinion of the authors and
the existing evidence, must be mandatory to have at local level or can be derivable to another laboratory.
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Abreviaturas

ARNr : Acido ribonucleico ribosomal

BDG : B-D- glucano

CMV : Citomegalovirus

EDTA : Acido etilendiaminotetraacético (anticoagulante)
EFI : Enfermedad fungica invasora

EICH : Enfermedad de injerto contra hospedero

EORT(/: European Organization for Research and Treatment

MSG  of Cancer/Mycoses Study Group
GM  : Galactomanano
LBA  : Lavado broncoalveolar
NF : Neutropenia febril
TDM : Toma de muestra
TPH  : Trasplante de precursores hematopoyéticos
VEB  : Virus de Epstein Barr
Introduccion

sas en los pacientes con cancer, incluyendo los
receptores de trasplante de precursores hemato-
poyéticos (TPH), plantea un importante reto al momento
de seleccionar el estudio a realizar. La identificacion

l E 1 estudio etioldgico de las enfermedades infeccio-
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oportuna del agente causal es de particular importancia
en estos pacientes, pues repercute directamente en una
conducta médica que determina finalmente una mejor
sobrevida y calidad de vida de los pacientes.

La solicitud de los examenes microbioldgicos espe-
cificos y estudio anatomopatolégico debe considerar el
analisis de variados aspectos del paciente tales como su
patologia de base, la categoria de la inmunosupresion, el
momento de evolucion de la enfermedad y las terapias
recibidas, el entorno epidemiologico entendido como el
ambiente que lo rodea y sus contactos, las infecciones
propias de la época del afio y la zona geogréfica, el uso
previo de vacunas y, por supuesto, las manifestaciones
clinicas del episodio actual junto al acabado examen
fisico, que permitan la formulacion de una hipdtesis
diagnostica y de estudio.

Desde el punto de vista del agente y la eleccion del
examen mas adecuado para su diagnodstico, el médico
tratante debe estar en conocimiento de la patogenia, la
importancia de los diferentes sitios anatdmicos y tiempos
de excrecion de los agentes, para asi escoger “la o las”
muestra(s) bioldgica(s) mas representativa(s) y con ello,
tener la mejor aproximacion diagnostica con rapidez, e
idealmente, a un costo razonable.

El laboratorio de microbiologia puede disponer de las
mejores técnicas diagnoésticas y de personal altamente
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capacitado para su procesamiento; su desempeiio depen-
dera, sin embargo, en gran medida, de la calidad de las
muestras; por ello es prioritario no perder de vista este
aspecto. Esto exige capacitacion continua del personal
que asegure una correcta toma y transporte de muestras
microbiologicas'.

Es importante también resaltar las limitaciones que
impone la condicion de inmunosupresion del paciente al
momento de evaluar el rendimiento de algunas técnicas
diagnoésticas como también la interpretacion cuidadosa de
los resultados, a la luz de la enfermedad de base.

Muchas metodologias diagnosticas, por su costo y
por la baja prevalencia del agente que detectan, resulta
mas conveniente centralizarlas en pocos laboratorios; sin
embargo, otras técnicas deben estar disponibles en los
centros que atienden pacientes inmunocomprometidos
para asegurar un acceso rapido y seguro a un diagndstico
microbiologico especifico.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una herra-
mienta util al médico clinico, agrupando las infecciones
por sistemas comprometidos y diferenciando los posibles
agentes etiologicos en bacterias, virus, hongos y parasitos,
explicitando los examenes diagndsticos mas relevantes,
mencionando la(s) técnica(s) recomendada(s) junto con el
tipo de muestra optima para su adecuado procesamiento.
En consideracion de la importancia del estudio histologico
de las muestras obtenidas, se incluyo una seccion que
sefiala el aporte del estudio anatomopatologico en el
diagnostico de complicaciones infecciosas de este grupo
de pacientes. De manera adicional, se incorpord el item
“nivel de requerimiento” para sugerir lo que, a juicio de
los autores y la evidencia existente, debe estar presente
obligatoriamente en el centro o puede ser derivable a
otro laboratorio.

En este articulo se revisan y entregan recomendaciones
en los siguientes aspectos:

» Importancia de la toma de muestra (TDM) en el diag-
ndstico microbioldgico, resaltando los elementos cla-
ves para asegurar una muestra de calidad que permita
la mejor opcion para el diagnostico. Es responsabilidad
de cada centro la elaboracion de un manual de toma 'y
transporte de muestras. Este documento sélo constituye
una recomendacion general.

» Exdmenes de laboratorio utilizados para el diagnos-
tico de las enfermedades infecciosas. Se presentan
en la modalidad de tablas que resumen los examenes
imprescindibles y que deberian estar disponibles en la
institucion que atiende a pacientes con cancer y/o TPH,
o0 que puedan ser derivados a centros de referencia.
Estas tablas se han organizado desde un punto de
vista sindromatico para facilitar el uso por el equipo
tratante.

* Exdamenes de cribado de infecciones, previo al inicio
de quimioterapia del cancer o trasplante.

» Exdmenes de anatomia patologica con descripcion de
las distintas técnicas de las que se dispone para estudios
de importancia en el diagnostico de etiologia infecciosa
en este grupo de pacientes.

Importancia de la toma de muestra

La eleccion del tipo de muestra microbioldgico es de
responsabilidad del médico que solicita el examen. Esta
debe ser representativa del cuadro infeccioso que se desea
estudiar y es muy relevante que su recoleccion y transporte
cumpla con los requerimientos exigidos por el laboratorio.

Algunas consideraciones fundamentales para una
buena TDM vy transporte':

» (Cada centro debe elaborar su propio manual de TDM
con aspectos generales y especificos fundamentados en
la literatura cientifica (Ej.: tipos y marcas de insumos
para la toma y el transporte de muestras).

+ Loideal es que la TDM microbiologica se realice antes
del inicio de terapia antimicrobiana.

» Las muestras de mala calidad no permiten la ejecucion
de un examen confiable. Idealmente debe intentarse la
repeticion de la TDM para la correcta interpretacion
de los resultados.

* Es recomendable la TDM de sitios estériles y ser
cautelosos en la interpretacion de resultados de
sitios como el tracto respiratorio alto, piel y tejidos
blandos, entre otras, considerando el microbioma
humano.

* Privilegie la TDM por puncion, aspirado o biopsia de
tejido y no tomar cultivos de superficie de tejidos por
torula por la escasa cantidad de muestra (aproximada-
mente 0,05 ml) e indculo heterogéneo.

* Recuerde que el paciente objetivo es un hospedero
“fragil” y que existen momentos como los periodos
de neutropenia profunda, en que deben ser evitados
algunos procedimientos invasores ya que pueden
favorecer la translocacion microbiologica.

» Use medios de transporte cuando las muestras son
recolectadas con térula.

» La muestra de tejido debe enviarse en un recipiente
hermético y estéril, con solucion salina fisioldgica
(“suero fisioldgico™) sin ninglin aditivo y a temperatura
ambiente. En el caso de examenes virologicos use me-
dios de transporte especiales (ej.: medio de transporte
universal MTU).

* Rotule clara y adecuadamente las muestras especifi-
cando el sitio anatomico y la forma de recoleccion para
su correcto procesamiento e interpretacion.

+ Obtenga la mayor cantidad de muestra posible para
que ésta sea representativa del sitio de TDM.

» Transporte al laboratorio lo mas rapido posible para
no alterar la calidad de la muestra.
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» Eltransporte de la muestra, para estudio viral debe ser
refrigerada y para cultivos bacterianos o micoldgicos
a temperatura ambiente; como excepcion, las orinas
también deben ser refrigeradas hasta ser cultivadas.

Examenes de laboratorio utilizados para el
diagnostico de las enfermedades infecciosas

Infecciones causadas por bacterias
Las infecciones bacterianas se diagnostican en el

laboratorio por métodos directos e indirectos.

*  Meétodos directos tradicionales: permiten visualizar e
identificar el microorganismo mediante observacion
microscopica, uso de distintos tipos de tinciones y
cultivos. El cultivo es la piedra angular del diagndstico
microbioldgico, pero no es practicable para todos los
agentes.

* Métodos directos por técnicas inmunologicas y
moleculares: pueden ser utilizados cuando el agente
no permite su tincioén ni su cultivo o simplemente su
crecimiento es muy laborioso y lento; estas técnicas
detectan parte del agente, por ejemplo, antigenos o
material genético. Si bien los estudios moleculares
han resultado un gran avance en el diagndstico de
ciertos microorganismos, la mayoria de los estudios
de susceptibilidad a antimicrobianos se sustenta en
el cultivo, por tanto, los cultivos contintian siendo
indispensables para la eleccion de la terapia.

*  Meétodos indirectos: corresponden al estudio de la res-
puesta inmune especifica del paciente, conocida como
serologia, que presenta la limitante de baja sensibilidad
en pacientes cuya inmunidad estd disminuida.

Cada una de estas técnicas presenta ventajas y des-
ventajas que radican en varios factores, entre ellos, el
microorganismo que se esté sospechando y el tipo de
paciente que se estudiara. Por ello resulta crucial disponer
de una diversidad de técnicas para cubrir el enorme abani-
co de posibilidades etioldgicas. Junto con lo anterior, en
el diagnoéstico bacteriano es muy importante la correcta
interpretacion de los resultados, mas aun si se considera
que muchas bacterias de la microbiota normal pudieran
interpretarse como agentes causales o, al contrario, pasar
inadvertidas en una determinada muestra si no existe un
analisis riguroso de la situacion particular de cada caso.

Una técnicareciente de identificacion multiple es el Panel
de Sepsis (BCID) FilmArray® que analiza 24 patdgenos
y tres genes de resistencia antimicrobiana asociados con
las infecciones del torrente sanguineo. Puede identificar
patdgenos en nueve de cada 10 hemocultivos positivos en
una hora. Tiene la capacidad de identificar: Enterococcus
spp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus sp.,
Staphylococus aureus, Streptococcus sp, Streptococcus
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agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacteriaceae, Complejo Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Proteus, Serratia marcescens, Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis; genes de resistencia: mecA-resistencia a
meticilina, van A/B-resistencia a vancomicina, KPC-
resistencia a carbapenémicos. Otro de los avances recientes
en la identificacion microbiologica es la espectrometria de
masas, especificamente en el MALDI-TOF MS (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer) que permite acortar los tiempos y mejorar
la exactitud respecto a los métodos de identificacion
convencional de bacterias y levaduras'-.

Infecciones causadas por hongos

Los pacientes con cancer y aquellos sometidos a TPH
tienen mayor riesgo de presentar enfermedad fingica
invasora (EFI). Los agentes mas frecuentemente involu-
crados son Candida spp y Aspergillus spp, pero también
pueden presentarse infecciones por Cryptococcus spp,
Pneumocystis spp, Fusarium spp y Mucorales, entre otros.
El diagndstico temprano de estas infecciones y su oportu-
no tratamiento impacta en su mortalidad, por lo que una
elevada sospecha clinica junto a recursos diagnosticos de
laboratorio sensibles y oportunos le otorgaran al paciente
una mejor opcion de terapia y prondstico®.

Para el diagnostico de EFI también se cuenta con
técnicas directas como tinciones de blanco de calcofltior
para hongos filamentosos y tinta china para Cryptococcus,
cultivos de sangre, secrecion, colecciones o fluidos
estériles, y técnicas indirectas basadas en la deteccion
de antigenos fungicos circulantes como galactomanano
(GM), B-D-glucano (BDG), antigeno de Cryptococcus
spp. El galactomanano es de utilidad en diagnostico
de aspergilosis invasora; sin embargo, también puede
resultar positivo en otras infecciones por hongos
filamentosos como Fusarium spp. El BDG es un marcador
panfungico porque es componente de la pared de Candida,
Aspergillus, Fusarium, Pneumocystis, Trichosporon
y Acremonium, pero no forma parte de la pared de los
agentes de mucormicosis ni de Cryptococcus spp°.

Una estrategia relevante, destacada durante los tltimos
afios, ha sido el uso de GM, BDG y reaccion de polimerasa
en cadena (RPC), para la deteccion temprana de EFI. De
hecho, tanto BDG como GM han sido incluidos entre
los criterios diagnosticos para EFI de la EORTC/MSG*.

El GM se puede realizar en muestras de sangre y
lavado broncoalveolar (LBA), existe menos informacion
de su utilidad en liquido cefalorraquideo (LCR). Su uso
es especialmente Uitil como herramienta de vigilancia en
los periodos de alto riesgo en pacientes asintomaticos
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con neutropenia post-quimioterapia o TPH, enfermedad
de injerto contra hospedero (EICH) o neutropenia febril
(NF). En pacientes adultos, los andlisis basados en GM,
BDG y RPC son herramientas aceptadas para apoyar
el diagnostico de EFI. Sin embargo, su uso en nifios ha
sido cuestionada. De acuerdo a estudios publicados de
su utilizacion en nifios con cancer y NF y cribado de EFI
como complicacion de TPH, los valores de GM y BDG
poseen sensibilidades bajas y variables; no obstante, con
valores predictores negativos altos, en rangos de 85 a
100% para cribado y 70 a 100% en diagndstico clinico
de aspergilosis, pero con resultados menos auspiciosos en
el diagnostico de hongos diferentes a Aspergillus spp®!'.

La amplificacion del material genético es una apro-
ximacion novedosa y prometedora, pero aun en fase de
estandarizacion.

La identificacion de especies y el estudio de sensibili-
dad son relevantes para la eleccion de agentes antifingi-
cos, asi como en la vigilancia de cambios epidemioldgicos
que puedan afectar la eleccion de tratamientos empiricos.
Las pruebas de sensibilidad antiftingica deben conside-
rarse ante el aislamiento de Candida no-albicans. Los
laboratorios de referencia deben concentrar estos recursos
diagnosticos.

Y si bien no es parte del estudio etiologico, resulta
de gran importancia en el seguimiento de pacientes en
tratamiento con voriconazol, contar con la disponibilidad
in situ o en laboratorios de referencia, de medicion de
concentraciones plasmaticas de voriconazol, conside-
rando su estrecho margen terapéutico, correlacion entre
concentraciones y desenlace, y las dificultades en poder
llegar a concentraciones terapéuticas, especialmente en
pacientes pediatrico'*'%, aspecto que se desarrolla en el
Capitulo III dedicado a terapéutica.

Infecciones causadas por virus

Los agentes virales pueden ser divididos en dos
categorias. Los causantes de infecciones oportunistas,
capaces de provocar una enfermedad grave en el paciente
inmunocomprometido, como los virus de la familia Her-
pesviridae, especialmente citomegalovirus (CMV) y el
virus de Epstein Barr (VEB); los virus polioma, BK y JC,
de gran importancia en el manejo de pacientes receptores
de TPH'®!". El segundo grupo corresponde a los virus que
producen infecciones autolimitadas como los virus respi-
ratorios que, en estos pacientes, especialmente los recep-
tores de TPH, puede ocasionar infecciones graves por su
inmunosupresion celular’. Los métodos diagnosticos para
las infecciones virales han tenido un progreso notable,
fundamentalmente asociado a la mejoria y estandarizacion
de los ensayos moleculares, que aportan en sensibilidad y
cuantificacion de carga viral. Los ensayos clasicos como
las técnicas de deteccion de antigenos (por técnicas de
inmunofluorescencia/ELISA) estan aun vigentes y los

cultivos celulares se han reservado para la recuperacion
de cepas de interés, deteccion de nuevos agentes, cambios
en la genética viral o ensayos de secuenciacion para
determinar susceptibilidad a antivirales's2'.

Infecciones causadas por pardsitos

Numerosos parasitos son capaces de provocar graves
enfermedades en pacientes con cancer y TPH, espe-
cialmente aquellos en condiciéon de inmunosupresion
profunda de células T.

La mayoria de estas infecciones se deben a parasitos
intracelulares y pueden ser producidas por reactivacion
de una infeccion latente, infeccion primaria o reinfeccion.

En Chile, estos agentes se clasifican como de alta o
baja relevancia, teniendo en cuenta su gravedad o su
frecuencia. Es asi como son de alta relevancia Toxoplasma
gondii, Cryptosporidium sp, Microsporidium sp,
Blastocystis sp, Giardia sp y Echinococcus sp; en cambio
son de relevancia menor Cystoisospora sp, Cyclospora sp,
Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruzi, Strongyloides
stercoralis, Leishmania sp, Plasmodium sp, Babesia sp,
Acanthaomoeba sp y Schistosoma sp.*.

El diagndstico precoz de infeccion contribuye cierta-
mente a mejorar el pronostico de estos pacientes. Entre las
técnicas diagnosticas, la microscopia directa, las técnicas
serologicas y moleculares, mas un acabado estudio histo-
logico, son las herramientas disponibles a usar en aras de
optimizar un diagnéstico parasitologico?.

En las Tablas 1 a 7 se resumen los métodos diagnos-
ticos disponibles segun el 6rgano comprometido y los
eventuales microorganismos involucrados, especificando
el tipo de muestra, la técnica diagndstica, condiciones de
transporte y el nivel de requerimiento para realizar en
laboratorio local o conveniencia de definir laboratorio
de referencia.

Examenes de cribado de infecciones, previo
al inicio de quimioterapia del cancer o
trasplante.

Ante la inmunosupresion asociada al cancer, sus tra-
tamientos y la profunda vulnerabilidad a las infecciones
durante un TPH, es importante estar en conocimiento de
cuales infecciones bacterianas, virales o parasitarias han
afectado previamente al nifo por el riesgo de reactivacion
de ellas durante este periodo. Asimismo, el estudio del
donante de los precursores hematopoyéticos, con excep-
cion de la sangre de cordon umbilical, informara qué
inmunidad especifica aportara a su hospedero.

La pesquisa se realiza por mas de una técnica de labo-
ratorio, a través de la deteccion de anticuerpos especificos
IgG, IgM o totales, antigenos, o busqueda de genoma
de algunos agentes desde sangre, tejido o biopsia, por
ejemplo.
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En la Tabla 8 se listan los principales examenes y
agentes que pueden causar complicaciones durante la
inmuno supresion del paciente oncologico o receptor de
trasplante.

Métodos para el diagnostico de los agentes
infecciosos en material anatomopatologico

El aporte del laboratorio de anatomia patologica
en el estudio de las enfermedades infecciosas en los
pacientes inmunocomprometidos representa una valiosa
contribucion al momento de su enfrentamiento diagnos-
tico, terapéutico y prondstico. El laboratorio posee una
variedad de técnicas rutinarias que pueden ser utilizadas
en la mayoria de las instituciones que cuenten con un
laboratorio de anatomia patoldgica.

Los métodos de examen o estudio anatomopatologico
de las infecciones combinan, actualmente, las tradicio-
nales e insustituibles técnicas morfologicas con métodos
complementarios de tipo inmunohistoquimico y con
técnicas de biologia molecular®®?.

El uso de la inmunohistoquimica y la patologia
molecular suele reservarse para instituciones de mayor
complejidad y los costos asociados a su ejecucion suelen

ser mayores>*3!,

Nivel macroscépico

En este nivel se identifica la muestra, se observa
y se describe. En los casos de piezas quirtrgicas, una
adecuada observacion y diseccion permite obtener
muestras representativas de las lesiones (muestreo) para
estudio histopatologico. En algunos casos, el analisis
macroscopico orienta el diagnostico, como por ejemplo,
en la colonizacion y ocupacion de cavidades organicas
pre-existentes como los aspergilomas; en las inflamacio-
nes mucosas pseudomembranosas asociadas a hongos
del género Candida; en los infartos de tipo séptico
secundarios, propios de hongos angio-invasores; o en
los casos de lesiones nodulares mucinosas producidas
por C. neoformans.

Las muestras pequefias obtenidas por puncion, mé-
todos endoscopicos o biopsias incisionales, deben ser
procesadas en forma completa. Biopsias de 6rganos com-
pletos, partes de 6rgano o grandes biopsias excisionales
deben ser muestreadas incluyendo tejido alterado, tejido
aparentemente sano, tejido de la interfase lesion-sano y
material no tisular (bolas micéticas, material mucoideo,
pseudomembranas, etc.).

La fijacion de las muestras debe ceiiirse a los proto-
colos estandares que tienen los laboratorios de anatomia
patoldgica, usualmente con formalina-tampon al 10%, en
volumen y tiempo en concordancia con el tipo de muestra.
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Las muestras para microscopia electronica deben fijarse
en glutaraldehido.

En esta instancia, antes de proceder a la fijacion de los
especimenes, es siempre mandatorio, si antes no se ha
hecho, disponer de muestras para los cultivos microbio-
logicos correspondientes y eventualmente, para otro tipo
de analisis que requiera de tejido no fijado en formalina.

Nivel de requerimiento: Deben estar disponibles en to-
dos los centros que manejan pacientes con cancer y TPH.

Nivel microscopico habitual o de microscopia

optica
Los analisis a este nivel de observacion pueden desa-

rrollarse en forma rapida o de manera diferida, de acuerdo
con la disponibilidad de técnicas y premura de cada caso.

Por otra parte, se pueden aplicar técnicas o métodos de

estudio simple o complejos segun los protocolos de trabajo

que se planifiquen.

- Andalisis rapidos con técnicas simples: Los analisis
rapidos, de tejidos congelados o citologia, pueden usar
clarificantes como el KOH, el lactofenol o el azul de
lactofenol, o tinciones rapidas mono o policromaticas
como el azul de toluidina, la tincion de Gram, Papani-
colaou, Giemsa o similares, o las tinciones abreviadas
de hematoxilina & eosina y de Gomori-Grocott.
En este ambito se incluye el examen con blanco de
calcofltior, un blanqueador de algodén fluorescente
que se une a la celulosa y quitina de la pared fingica,
y que exhibe fluorescencia cuando se expone a luz ul-
travioleta, permitiendo delinear claramente elementos
fungicos; sin embargo, tiene falsos positivos con fibras
vegetales, colageno o elastina. Las técnicas simples
se emplean, preferentemente, en muestra citologica o
tejidos congelados que requieren de procesamientos
sencillos, de facil observacion y resolucion rapida.

- Andalisis diferidos con técnicas de baja y mediana
complejidad. La microscopia Optica diferida habitual
con tinciones corrientes o de baja complejidad —hema-
toxilina & eosina, el Van Gieson— permite identificar la
mayoria de los elementos fingicos tisulares presentes
en las micosis humanas, ya sea superficiales o profun-
das. Ademas, es el medio a través del cual podemos
definir, de manera concluyente, el tipo de respuesta
tisular frente a la infeccion micotica, estableciendo
un diagndstico formal.

- Analisis con técnicas de mayor complejidad: Con
posterioridad a los exdmenes sefialados surgen las
orientaciones necesarias para la aplicacion de técnicas
de mayor complejidad, ya sea de caracter histoquimico,
inmunohistoquimico o de biologia molecular. En estos
estudios se emplea una variedad de tinciones e impreg-
naciones histoquimicas cuya finalidad es resaltar los
elementos micoéticos en los cortes de tejido.
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Las técnicas histoquimicas de mayor utilidad y dis-
ponibilidad en el diagndstico anatomopatoldgico de las
micosis humanas se pueden sistematizar de acuerdo con
su sitio y mecanismo de accion®*3, a saber:

« Técnicas parietales-oxidativas: Acido periddico base
de Schiff o PAS, Gridley y Gomori-Grocott. El prin-
cipio comun de estas tres técnicas es la oxidacion de
los grupos hidroxilos de los complejos polisacaridos
existentes en la pared fungica, a grupos carbonilos
(aldehidos o cetonas) en presencia de acido periddico
(PAS) o acido crémico (Gridley y Gomori-Grocott).
Los aldehidos, asi formados, reaccionan posterior-
mente con la base Schiff (leucofucsina) coloreando la
pared del hongo color rojo purpura en el PAS y rojo
rosado en el Gridley (reaccion de Feulgen); el PAS se
contrasta con hematoxilina de Harris y el Gridley con
amarillo de metanilo. En el caso de la impregnacion de
Gomori-Grocott, los aldehidos reducen los complejos
de nitrato de plata metenamina confiriéndole a la pared
fingica un color café-negro-grisaceo, el color esta dado
por el depdsito de plata reducida en el sitio en que se
localizan los aldehidos. La intensidad de la coloracion
obtenida con estas técnicas depende basicamente, de
la cantidad de aldehidos presentes en la pared de los
hongos. Esta impregnacion puede contrastarse con
verde luz o con hematoxilina & eosina.

e Técnicas para mucina-mucopolisacaridos dcidos
capsulares: Estas técnicas se emplean, basicamente, en
la identificacion de Cryptococcus neoformans, a través
del realzamiento de su capsula rica en mucopolisacari-
dos acidos, especialmente en las llamadas variedades
himedas, que son las mas frecuentes. Los dos métodos
mas utilizados son el mucicarmin de Mayer y el azul
antiguo (ancient blue).

La tincion de mucicarmin de Mayer es una técnica que
data desde 1896, cuyo colorante fundamental es el carmin
de origen natural. Se han desarrollado muchas modifica-
ciones de la tincion original, pero en todas, la capsula de
C. neoformans se tine de rojo, los nucleos celulares de
negro o azul y el fondo es amarillento.

El azul antiguo es un colorante del grupo de los
ftalocianinas, moléculas que tienen un atomo central de
cobre; es una sustancia de caracter basico que se liga a
los grupos acidos de los mucopolisacaridos (sulfatados y
no sulfatados pH dependientes) originando un compuesto
salino coloreado. A menor pH, se tifien s6lo los mucopo-
lisacaridos acidos sulfatados. Con esta tincion, la capsula
de C. neoformans se tifie de azul, los nticleos celulares de
rojo o rosado y el citoplasma rosado palido.

» Técnicas para sustancias pigmentarias: La presen-
cia de pigmentos es algo comun en el reino de los
hongos, incluidos algunos del tipo de la melanina
o similares. Desde el punto de vista del diagnostico

anatomo-patologico, tiene importancia un grupo de
hongos filamentosos pigmentados correspondientes
a “Phaeohiphomycetes” o también denominados
hongos dermatidceos. La coloracion de las hifas se
produce por la presencia de pigmentos meldnicos
de la pared de las mismas, caracteristica que puede
ser evidente en los cortes histologicos tefiidos con
técnicas corrientes. Sin embargo, en algunos casos
la pigmentacion no es obvia. Por otra parte, se ha
descrito que C. neoformans, también posee en su
pared pigmentos melanicos inaparentes con las
tinciones usuales, pero cuya demostracion tendria
valor diagnoéstico en los casos de variedades secas o
acapsuladas de este hongo. Por tanto, la demostracion
histologica de este pigmento en los hongos tisulares
tiene trascendencia diagnoéstica. La identificacion de
estas sustancias melanicas en las paredes fiingicas se
basa en la propiedad de afinidad argéntica que tienen
estos pigmentos, es decir, la propiedad de reducir
el nitrato de plata. La técnica empleada con estos
fines se denomina “Fontana-Masson”; la que es una
impregnacion argéntica sobre las granulaciones pig-
mentarias dotadas de capacidad reductora. Las zonas
con melanina se tifien negro-grisaceo y los nucleos y
citoplasma celular rojo-rosado, ya que se contrasta
con solucion de rojo nuclear.

Técnicas diferenciales: En este grupo se incluyen todas
las variedades de tincion de Gram empleadas en cortes
de tejidos. El mecanismo de esta antigua y util tincion
no es bien conocido. Sin embargo, se estima que las
bacterias y otros microorganismos grampositivos
poseerian una pared celular rica en grupos sulthidrilo,
los que formarian enlaces disulfuro estables con el
violeta de genciana o de metilo, previo al tratamiento
con tintura de yodo, reteniendo el violeta después del
lavado diferenciador con alcohol-acetona y tomando
el colorante de contraste (safranina, fucsina o rojo
neutro). Las bacterias y microorganismos gramnega-
tivos no retienen el violeta y se tifien con el colorante
de contraste. El punto crucial de todas las formas de
tincion de Gram para tejidos es la diferenciacion con
alcohol o acetona, de manera que cada laboratorio debe
ensayar cada método hasta precisar con exactitud el
tiempo de diferenciacion para su técnica. Las levaduras
y esporas son habitualmente Gram positivo (azul,
violeta o negro) y las hifas Gram negativo (rojo) o
Gram variable.

Otras tinciones: Otras coloraciones que estan integra-
das a la bateria dispuesta para el diagnostico de agentes
infecciosos en muestras de tejidos, son el Giemsa y
similares, y las tinciones dcido-alcohol resistente. La
tincion de Giemsa para secciones histologicas emplea
como colorante fundamental una mezcla de derivados
tiacinicos catiénicos (azur A, B y azul de metileno)
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destinados a teflir los nucleos celulares y de eosina co-
mo colorante citoplasmatico. Es una excelente tincion
para estimar la morfologia celular, especialmente de
células linfohematologicas y de agentes infecciosos
intracelulares y para su diagndstico morfoldgico
diferencial. En las micosis profundas ha sido ttil en
la pesquisa de histoplasmosis, tanto en frotis como en
cortes histologicos.

Las tinciones acido-alcohol resistentes se usan ruti-
nariamente en el diagnostico de agentes infecciosos
tisulares, particularmente de micobacterias, criptospo-
ridios, microsporidios y en algunas esporas micoticas.

- Analisis diferidos con técnicas de alta complejidad:
Corresponden al uso de técnicas inmunoldgicas y
moleculares para llegar al diagnostico:

- Examen con microscopia de contraste de fases,
utilizado para identificar hongos capsulados como
C. neoformans, dada la capacidad de refraccion de
luz de la gruesa capsula micotica.

- Examen con técnicas inmunoldgicas con
anticuerpos poli o monoclonales marcados
con fluorocromos o cromoégenos. El examen
inmunofluorescente requiere de muestras de
tejido frescas no fijadas en formalina. El examen
inmunohistoquimico con cromogenos (DAB) se
hace sobre cortes de muestras fijadas en forma-
lina e incluidas en parafina; para estos analisis
se dispone, en forma rutinaria, de anticuerpos
monoclonales primarios para Candida que son
utiles en el diagnostico de micosis por hongos
levaduriformes, para Pneumocystis spp, y para
Aspergillus, este ultimo de gran utilidad en las
micosis invasoras por hialohyphomycetes. Estos
examenes inmuno-histoquimicos requieren de la
eleccion de cortes de tejido con la presencia de
elementos micoticos que se quiere identificar.

- Andlisis de RPC para elementos de insercion o
secuenciacion de ARNr 168S, en especial a partir de
muestra de tejido microdisecadas con presencia de
agentes infecciosos o representativas de las lesiones
estudiadas. Se dispone de estudios estandarizados
para Candida spp, Aspergillus spp, Pneumocystis
Spp-

- Examen con técnicas de hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH) o hibridacion in situ cromogénica
(CISH) en paracoccidiodomicosis.

Nivel de requerimiento: Intermedio y derivacion. Dado
que parte de las técnicas pueden ser implementadas en los
centros que atienden a estos pacientes, se sugiere enviar
los “analisis diferidos de alta complejidad” a un centro
de derivacion o referencia con el que se mantenga una
comunicacion cercana y fluida.
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Nivel ultramicroscopico o microscopia electronica
de transmision

Los analisis con microscopia electronica de trans-
mision de tejido fijados en glutaraldehido o recuperado
de las inclusiones en parafina, aunque lentos, son de
utilidad en la caracterizacion ultraestructural de los
elementos micéticos en los propios tejidos. Los estudios
basan su observacion en las caracteristicas de la capsula,
pared celular, septos, membrana citoplasmatica, nticleo
y organelos.

Nivel de requerimiento: Derivacion a un centro de
referencia.

En la Tabla 9 se resume en forma esquematizada un
complemento de los métodos morfoldgicos, inmunohis-
toquimicos, ultraestructurales y moleculares disponibles
en el diagnostico de enfermedades infecciosas.

Patrones morfologicos de las enfermedades

infecciosas
Cada una de las muestras procesadas se somete a un

examen descriptivo en que el patdlogo observa, el o los
patrones morfologicos**¢, que son el producto de la
interaccion entre el agente infeccioso y el hospedero afec-
tado. Los patrones morfologicos son, a grandes rasgos,
descritos como: patron no reactivo, alterativo, paratrofico,
hiperplasico, atréfico, vascular, inflamatorio y mixtos.

* No reactivo, en infecciones con agentes poco inmu-
nogénicos (C. neoformans, esquistosomas adulto). Es
posible también encontrarlo en infecciones en fase
inicial o en tratamiento y en infecciones en pacientes
inmunocomprometidos.

» Alterativo, en el que se describe necrosis y destruccion
y es propio de infecciones invasoras localizadas,
generalizadas graves (virales, bacterianas, micéticas
y parasitarias), virus desmielinizantes (JC) y priones.

* Paratrofico esta ejemplificado por los efectos virales
citopaticos (CMV, herpesvirus, VZV, VRS, papova-
virus, molusco contagioso, etc.).

* Hiperplasico, se ve hiperplasias linfoides y mieloides,
hiperplasia megacariocitica (ehrlichiosis y anaplas-
mosis) o hiperplasia pseudo-epiteliomatosa (micosis
y escabiosis).

* Atrdfico, localizado puede ser secundario a compresion
y el generalizado a atrofia linfatica relacionada al VIH.

* Vasculares, pueden ser de vasos pequefios o medianos
con oclusion Iuminal (por ejemplo, orden Mucora-
les, géneros Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces
y Pseudoallescheria; Dirofilaria inmitis y género
Angiostrongylus, con trombosis e infarto. O de vasos
sanguineos medianos y grandes con dafio parietal
o adventicial (bacterias y hongos con desarrollo de
aneurismas micoticos).
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» Inflamatorio, puede ser descrito como pseudomem-
branoso, exudativo purulento, supurado, flegmonoso
o0 abscedado. Caseificado o granulomatoso tuberculoi-
deo, linfoplasmocitario o mixto.

En conclusion, el uso del laboratorio de Anatomia
Patologica es un gran aporte al entendimiento de las
enfermedades infecciosas que afectan a los pacientes
con cancer ¢ inmunosupresion y a los que han recibido
TPH. Existen niveles de complejidad creciente para
obtener un diagndstico preciso y su implementacion
debe ser evaluada por cada institucion; sin embargo, los
requerimientos basicos macroscopicos y microscopicos
con las tinciones mas conocidas deben estar disponibles
en todos los centros hospitalarios que reciben y manejan
estos pacientes.

En forma adicional, se entrega informacion de las
técnicas y tinciones utilizadas para identificar agentes
infecciosos y una descripcion general de los patrones
morfolégicos que se describen en los informes de anato-
mia patologica, que facilite la conexién entre el paciente
y los resultados de sus exdmenes.

Resumen

El enfrentamiento del diagnostico diferencial y etio-
logico de las enfermedades infecciosas de los pacientes
con cancer, incluyendo los receptores de trasplante de
precursores hematopoyéticos (TPH), debe corresponder
a una decision informada, oportuna y que repercuta
directamente en una conducta médica que determine una
mejor sobrevida y calidad de vida de los pacientes. El
objetivo de este trabajo fue aportar en el manejo de estos
pacientes desarrollando una herramienta 1til al médico
clinico para tomar estas decisiones. Para ello se agruparon
las infecciones por sistemas comprometidos diferenciando
los posibles agentes etiologicos en bacterias, virus, hongos
y parasitos, explicitando los exdmenes diagnodsticos mas
relevantes, mencionando la o las técnicas recomendadas,
junto con el tipo de muestra optima para su adecuado
procesamiento. De manera adicional, se incorporo el item
“nivel de requerimiento” para sugerir lo que, a juicio de
los autores y la evidencia existente, debe estar presente
obligatoriamente en el centro o puede ser derivable a
otro laboratorio.

Tabla 1. Métodos de laboratorio para el diagnéstico de infecciones del torrente sanguineo

Diagnostico de infecciones bacterianas en el torrente sanguineo’

Diagnostico sindromatico

Infeccion del torrente
sanguineo asociado a catéter
venoso central

Infeccion del torrente
sanguineo NO asociado a
catéter

Técnicas diagnosticas

Cualitativo: tiempo diferencial

Cuantitativo diferencial

Cultivo de la punta del catéter

Cultivo corriente automatizado

Identificacién de hemocultivos
positivos a través de técnicas
moleculares o espectrometria
de masa (Filmarrays

Y Malditoff)

Muestra

Sangre?
Adultos: 20-30 ml por set de
hemocultivos®

(una muestra por puncién venosa

periférica y otra por el catéter
venoso central)

Ninos: volumenes segln peso
corporal*

Sangre
Dos jeringas de tuberculina

obtenidas de puncion periférica 'y

otra del catéter venoso central

Al dia de hoy se desestima su

valor predictor en el diagnéstico y

se recomienda no utilizarlo

Sangre
Adultos: 20-30 ml por set de
hemocultivos?

Nifos: volimenes
segun peso corporal*

Toma de muestra

Igual volumen por frasco?
No deben pasar mas de 10
minutos entre la toma de
ambas muestras

Pesar los frascos y consignar
volumen de sangre

Igual volumen 1 ml de sangre

En adultos se recomienda
obtener dos-tres set de cultivos
por episodio séptico

En nifos es recomendable dos
set de cultivos por episodio
séptico

Transporte

De inmediato
T° ambiente. Rotular frascos
para asegurar interpretacion
de resultados

De inmediato
T° ambiente. Rotular jeringas
para asegurar interpretacion
de resultados

De inmediato
T° ambiente

"Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en cada institucion que maneje estos pacientes. 2El volumen de sangre es la variable mas importante en el rendimiento
de cualquier hemocultivo. Una botella debe Ilevar un volumen méximo de 10 ml. *Set de hemocultivos se refiere a dos botellas inoculadas con sangre obtenida desde
la misma puncion. En pacientes con catéter multilumen, idealmente tomar sangre de todos los [imenes. Si no es posible, tomar muestras al lumen que mas se emplea.
“Volumen de sangre recomendado para hemocultivos en nifos.
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Peso Volemia total Volumen de sangre recomendada para cultivo (ml) Volumen total para % de
(kg) (ml) Cultivo N° 1 Cultivo N° 2 cultivo (ml) volemia
<1 50-99 2 (frasco amarillo) 2 4
1,1-2 100-200 2 (frasco amarillo) 2 (frasco amarillo) 4 4
2,1-12 > 200 3-4 (frasco amarillo) 3-4 (frasco amarillo) 6-8 3
> 12-40 > 800 10 (frasco verde) 10 (frasco verde) 20 2,5
> 40 > 2.500 10-20 (1-2 frascos verde) 10-20 (1-2 frascos verde) 40 <2
Diagndstico de infecciones fungicas en el torrente sanguineo’
Diagnéstico sindromatico  Técnicas diagnoésticas Muestra Toma de muestra Transporte
Infeccion fungica asociada a  Cualitativo: Sangre Igual volumen? De inmediato
catéter venoso central Hemocultivos? Adultos: 20-30 ml por set de hemocul- < 10 minutos entre la toma de T° ambiente

Infeccién fungica del torrente
sanguineo NO asociada a
catéter venoso central

Biomarcadores

Técnicas de sensibilidad
antifungica

Hemocultivos?

Antigeno galactomanano
(GM)
(1-3) B-D-glucano

Deteccién de antigeno de
Cryptococcus

Antifungigrama por CIM
o E test

tivos* (una puncion por via periférica y
otra por el catéter venoso central)
Nifos: volimenes seguin peso corporal®

Sangre

Adultos: 20-30 ml por set de hemo-
cultivos*

Nifos: volimenes seguin peso corporal®

Suero
Dos muestras semanales

Sangre total
Dos muestras semanales

Latex en sangre, LCR, suero, orina 'y
muestras respiratorias

Cepa aislada

ambas muestras
Idealmente pesar los frascos y
consignar volumen de sangre

Igual volumen'?

< 10 min entre la toma de ambas
muestras

Idealmente pesar los frascos y
consignar volumen de sangre

Rotular frascos para facilitar
interpretacion

Tubo tapa amarilla (gel) clob tube A 4°C. <5d;
Volumen: 2-4 ml >5d: -70°C
Volumen: 2 ml 2-8°C: <6h
> 6 h:-20°C
Tubo rojo sin anticoagulante A4°C.<5d;
Volumen: 2-4 ml >5d: =70°C

Placa de Petri o agar Sabouraud

T° ambiente: hasta una

semana

Sensibilidad de hemocultivos para Candida es de 50-70%. Bact/ALERT es superior en la recuperacién de C. glabrata. Sensibilidad de latex Cryptococcus cercana a 90%.
'Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en todos los hospitales que manejen estos pacientes. 2Si se sospecha de hongos filamentosos o dimérficos, es recomen-
dable tomar hemocultivos en frascos de lisis centrifugacion. (Contactar al laboratorio de microbiologia por su disponibilidad). 2El volumen de sangre es la variable mas
importante en el rendimiento de cualquier hemocultivo. Una botella debe llevar un volumen méximo de 10 ml. “Set de hemocultivos se refiere a dos botellas inoculadas
con sangre obtenida desde la misma puncién. En pacientes con catéter multilumen, idealmente tomar sangre de todos los limenes. Si no es posible, tomar muestras al

lumen que mas se emplea. *Volumen de sangre recomendado para hemocultivos en nifios:

Peso Volemia total Volumen de sangre recomendada para cultivo (ml) Volumen total para % de volemia
(kg) (ml) Cultivo N° 1 Cultivo N° 2 cultivo (ml)
<1 50-99 2 (frasco amarillo) 2 4
1,1-2 100-200 2 (frasco amarillo) 2 (frasco amarillo) 4 4
2,1-12 > 200 3-4 (frasco amarillo) 3-4 (frasco amarillo) 6-8 3
> 12-40 > 800 10 (frasco verde) 10 (frasco verde) 20 2,5
> 40 > 2.500 10-20 (1-2 frascos verde) 10-20 (1-2 frascos verde) 40 <2
Diagndstico de infecciones virales en el torrente sanguineo’
Agente Técnicas diagnosticas Muestra Toma de muestra Transporte

Citomegalovirus

Citomegalovirus
genotipificacién UL974

Virus de Epstein Barr

Adenovirus

RPC cuantitativa? automatizado y
ajustada con estandares de OMS

Busqueda del gen UL97 asociado

es mas sensible pero menos
especifica®

Sangre

a resistencia de CMV a ganciclovir

RPC cualitativa/cuantitativa

RPC cualitativa/cuantitativa

Sangre

Sangre

Plasma o sangre total, esta Ultima

Tubo con anticoagulante
(EDTA) (tapa lila, tamafo
adulto o pediatrico)

Tubo con anticoagulante (EDTA).
Tubo adulto o pediatrico

Tubo con anticoagulante
(EDTA), tapa lila. Vol: 1-3 cc

Tubo con anticoagulante
(EDTA), tapa lila. Vol: 1-3 cc

El plasma separado se
puede transportar a
4°C-8°C: < 3dias

A4°C-8°C < 3dias

A4°C-8°C: < 3dias

A4°C-8°C: < 3dias
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Virus BK

Parvovirus B19

RPC cualitativa/cuantitativa Sangre

RPC cualitativa/cuantitativa Sangre

Tubo con anticoagulante
(EDTA), tapa lila. Vol: 1-3 cc

Tubo con anticoagulante
(EDTA), tapa lila. Vol: 1-3 cc

A4°C-8°C: < 3dias

A4°C-8°C: < 3dias

Sospecha de parasitemia

Plasmodium spp

Trypanosoma cruzi

"Nivel de requerimiento: Cualquiera de estos exdmenes tiene un nivel de requerimiento intermedio, es decir puede ser realizado en cada institucién o puede ser enviado a
un centro de referencia para su procesamiento. 2Valores de referencia: Depende del ensayo utilizado, lo importante es comparar valores con una misma técnica y observar
los cambios de logaritmo de la cuantificacion de las cargas virales. Por ejemplo, para los ensayos de RPC cuantificada de CMV un cambio significativo es de 0,75 log. 3La
decision de la muestra depende de cada centro, lo importante es que los pacientes se controlen siempre con la misma muestra y técnica. “Debe solicitarse si la carga viral

Diagnéstico de infecciones parasitarias en el torrente sanguineo’

Técnicas diagnosticas Muestra

Frotis directo, gota gruesa Sangre total
IFl'y ELISA plasmodium lactato
deshidrogenasa (pLDH) Histidin

rich protein 2 (HRP2)

RPC Sangre total
Frotis Sangre total
Gota gruesa Sangre total
IFI, ELISA Western Blot Suero, plasma
RPC Sangre total

Toma de muestra

Tubo con EDTA (tubo de Coulter, tapa
morada) o heparina (tapa verde) o
sangre capilar obtenida en el laboratorio
mediante puncion del pulpejo del dedo

Tubo tapa lila con anticoagulante (EDTA)

Tubo con anticoagulante (2 ml)

no desciende después de dos semanas de tratamiento antiviral bien llevado. UL97 es la mutacion més frecuentemente encontrada asociada a resistencia a ganciclovir.

Transporte

< 30 min, T° ambiente

A4°C: < 2-3 dias

A 4°C:. < 2 dias’

Tubo sin anticoagulante tomada por A4°C < 2 dias
puncién venosa o digital. 3 a 4 gotas por

preparacion. Vol: min. 2 ml

Tubo con anticoagulante (EDTA) A 4°C: < 2 dias
Volumen: RN 2- 3 ml

< 10 afos: 5 ml. Adulto: 7-10 ml

Tubo con anticoagulante (EDTA) A 4°C:. < 2 dias
(tapa lila). Volumen: 2 ml Protegido de la luz

de bioseguridad

"Nivel de requerimiento: Puede ser enviado a centro de referencia. Instituto de Salud Publica. Transporte en tubo plastico con tapa hermética, con las medidas necesarias

Tabla 2. Métodos de laboratorio para el diagnéstico de infecciones del sistema nervioso central (SNC)

Agente

Bacterias

Micobacterias

Hongos

Cryptococcus neoformans

Meningitis/meningoencefalitis bacteriana o fungica'

Técnicas diagnoésticas

Tincién de Gram
Cultivo corriente
Deteccién de antigenos bacterianos (latex)

Baciloscopia
Cultivo de Koch

Cultivo acelerado de micobacterias

RPC tiempo real Mycobacterium tuberculosis
con deteccion de resistencia a rifampicina

Tinta china

Deteccién de antigenos

Muestra
LCR

LCR

LCR

LCR

Toma de muestra Transporte

Volumen minimo 1 ml De inmediato t° ambiente
Recipiente estéril hermético

Volumen minimo 1 ml De inmediato t° ambiente

Recipiente estéril

Volumen minimo 1 ml De inmediato t° ambiente
Tubo estéril hermético protegido de la luz

Frasco estéril o frasco especial disponible
en el laboratorio, previa preparacién de

la muestra (para tejido)

LCR para técnicas moleculares

Volumen minimo: 1 ml Medidas necesarias de
Tubo estéril hermético bioseguridad
T°a4°C

de hemocultivos.

'Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en cada institucion que maneje estos pacientes. Cultivo acelerado de micobacterias: Se requiere sistema automatizado
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Agente

Virus herpes simplex (VHS)*, enterovirus*, parechovirus*,
virus varicela zoster*, citomegalovirus*, virus de Epstein
Barr*, virus JC, herpes humano tipo 6 (VHH-6)

Coriomeningitis linfocitica (CML)

Meningoencefalitis de causa viral’

Técnicas diagndsticas

RPC en tiempo real

Deteccion de anticuerpos (IgM/IgG)

Muestra Toma de muestra Transporte
LCR Tubo estéril con anticoagulante (EDTA) A 4 °C: 2-3 dias
Tubo con medio de transporte universal
(MTU) 1 ml
Suero  Tubo sin anticoagulante T° ambiente de inmediato

'Nivel de requerimiento: Cualquiera de estos exdmenes tiene un nivel de requerimiento intermedio pudiendo ser enviado a un centro de referencia para su procesamiento.
*Observaciones: El diagnéstico de CMV, EBV, VZV y enterovirus se puede potenciar con la basqueda del virus en sangre o plasma dependiendo del virus a estudiar.

Agente

Acanthamoeba spp

Naegleria fowleri

Balamuthia mandfrillaris

Toxoplasma gondlii

Técnicas diagnosticas

Aislamiento
Cultivo
Inmunofluorescencia (IFD)

RPC
Biopsia
Cultivo LCR
RPC

Biopsia

Reaccion de Sabin-Feldman

Enzimo inmuno fluorescencia
(ELFA)
ELISA

RPC

Meningoencefalitis de causa parasitaria’

Muestra

LCR
Puncién de absceso

Biopsia de tejido cerebral

LCR
Puncién de absceso

Biopsia, LCR, tejido cerebral

Tejido

Suero

LCR
Puncién de absceso
Biopsia de tejido cerebral

Sangre total
LCR

Toma de muestra

Siembra inmediata en agar no nutritivo con
Escherichia coli

Frasco estéril, tapa hermética

Tejido cerebral
Siembra inmediata en agar no nutritivo con E. coli

Frasco estéril, tapa hermética

Frasco estéril tapa hermética

Tubo sin anticoagulante

Frasco estéril, tapa hermética

Tubo con anticoagulante (EDTA)
Frasco estéril, tapa hermética

Transporte

De inmediato
T° ambiente

Ad°C:<2h

De inmediato
T° ambiente

A4°C:<2h

De inmediato
T° ambiente

T° ambiente: < 5 dias

A 4°C:. < 3dias

'Nivel de requerimiento: Puede ser enviado a centro de referencia. Instituto de Salud Publica. Recomendacién: contactar urgentemente con el responsable del laboratorio
previo a toma de muestra.

Agentes etioldgicos

Bacterias

Hongos

Virus

Parasitos
Cisticercosis

Toxoplasma gondlii

Micobacterias

Técnicas diagnosticas

Tincion de Gram
Cultivo corriente

Tincién calcoflior-tinta china
Cultivo hongos

RPC

ELISA
WB
RPC
Biopsia
RPC

Baciloscopia

Cultivo de Koch

Cultivo acelerado de mico-
bacterias

RPC

IGRAS (Interferén gamma
release assays)

Elispot/QuantiFERON

Lesiones focales cerebrales’

Muestras

Biopsia cerebral

Biopsia cerebral

Biopsia cerebral

Sangre, suero, tejido cerebral

Aspirado de tejido/absceso
o biopsia
Biopsia cerebral

Biopsia cerebral

Biopsia cerebral
Sangre

Sangre

Toma de muestra

Recipiente estéril sin preservantes, sélo solucién

salina fisioldgica estéril

Recipiente estéril sin preservantes, sélo solucion

salina fisiologica estéril

Recipiente estéril, refrigerada

Recipiente estéril sin preservantes, sélo solucion

salina fisiologica estéril

Recipiente estéril sin preservantes, sélo solucién
salina fisioldgica estéril

Recipiente estéril sélo SF estéril, protegido de la luz
Frasco seco y estéril, con solucién salina fisiologica

Recipiente estéril sin preservantes. Transporte
Tres tubos con heparina de litio (adulto: 5 ml
ninos: 2 ml

1 ml de sangre en tubo QuantiFERON

Transporte

De inmediato
T° ambiente

De inmediato
T° ambiente

A4°C.<2h

De inmediato
T° ambiente

De inmediato
T° ambiente
De inmediato

Se puede refrigerar a 4 °C
De inmediato
4°C:>1h

De inmediato> 1 h: 4 °C
A4°C:>1h

T° ambiente: < 16 h
A4°C.>16h

'Nivel de requerimiento: en cada institucién o centro de referencia. Se recomienda separar en el procedimiento las muestras a enviar a los laboratorios microbiol6gicos
de las que se procesaran en Anatomia Patoldgica.
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Tabla 3. Métodos de laboratorio para el diagnéstico de infecciones del tracto respiratorio

Infecciones del tracto respiratorio superior

Faringoamigdalitis’

Agentes etiologicos  Técnicas diagndsticas  Muestras Toma de muestra Transporte
Bacterias
Bacterias Tincién de Gram Secrecion faringea Térula de algoddén y medio de transporte T° ambiente: < 1 h
Cultivo corriente Stuart
Inmunocromatografia Secrecion faringea Térula de rayén tubo estéril T° ambiente: < 1 h
Virus
Adenovirus RPC? Hisopado faringeo Tubo de polipropileno con PBS De inmediato: a 4 °C
IFD Aspirado nasofaringeo Térula nasofaringea en medio de transporte
universal para virus o PBS
Virus de Epstein Barr  VCA IgM? Suero Tubo sin anticoagulante T° ambiente: < 3 h
Enterovirus RPC Hisopado faringeo o nasofaringeo  Medio de transporte universal para virus o PBS ~ De inmediato a 4 °C (2-3 dias)

"Nivel de requerimiento: debe estar disponible en cada institucion o centro de referencia. 2Adenovirus: Preferir RPC por su mejor sensibilidad. 3VCA IgM VEB: Considerar
en la interpretacion que la ausencia de IgM positiva no descarta el diagndstico en un paciente con inmunosupresion.

Sinusitis’

Agentes etiologicos Técnicas diagnésticas Muestras Toma de muestra Transporte
Bacterias Tincién de Gram Muestra ideal: puncion de seno Secrecion en tubo estéril De inmediato,

paranasal T° ambiente
Cultivo corriente Secrecion nasal mediante rinoscopia?  Térula fina de rayén en la zona del meato  De inmediato,

T° ambiente
Hongos Tincion de calcoflior-KOH;  Aspirado por puncién/biopsia/tejido  Contenedor aerébico estéril. Tapa rosca De inmediato,

Cultivo T° ambiente

Virus
VRS, ADV, influenza A/B, RPC multiplex Aspirado sinusal hisopado nasal o Medio de transporte universal-PBS De inmediato a 4 °C

parainfluenza, rinovirus,
metapneumovirus, coronavirus

Inmunofluorescencia (IFD)  nasofaringeo

"Nivel de requerimiento: debe estar disponible en cada institucion o centro de referencia. 2El estudio de secrecién nasal mediante torulado simple, no es Util para diag-
nostico etiolégico de sinusitis. Util sélo para estudio de portacién de patdgenos. La toma de muestra con rinoscopia, realizada por ORL, debe intentar obtener la muestra

directamente con térula fina de rayon desde la zona de meato donde se produce la descarga de la secrecion. No tocar paredes de las fosas nasales al retirar la térula.

Infecciones del tracto respiratorio inferior: Neumonia (patrén focal)

Bacterias y hongos'

Agentes etioldgicos Técnicas diagnosticas Muestras Toma de muestra Transporte
Bacterias Tincién de Gram y cultivo  Expectoracion Recipiente estéril, boca ancha y cierre De inmediato
hermético T° ambiente
Aspirado endotraqueal No diluir muestra. Recipiente estéril
Lavado bronquio-alveolar (LBA) Solucién salina fisiologica &rea alveolar.
Recipiente estéril
Antigeno urinario de Orina 2° chorro Ideal primera orina  Frasco con tapa hermética, minimo 2 ml De inmediato
Legionella sp de la mafiana T° ambiente
Antigeno urinario de S. Orina 2° chorro Frasco con tapa hermética, min 2 ml De inmediato
pneumoniae T° ambiente
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Hongos

Pneumocystis jirovecii

Aspergillus spp

Cryptococcus neoformans

Fusarium spp

Agentes de mucormicosis:
Rhizopus, Mucor,
Absidia spp

Pseudoalescheria boydii

Histoplasma capsulatum

IFD

RPC

Tinciones citoldgicas

Histologia

Tincion KOH con calco-
flGor; otras tinciones para

hongos
Cultivo hongos
Histologia

Galactomanano

B-D glucano

RPC

Calcofltior-KOH u otra
tincion para hongos
Cultivo para hongos

Test de antigeno

Histologia

Calcofliior-KOH u otra
tincion para hongos
Cultivo para hongos

Histologfa
Tinciones especificas

Hemocultivo para hongos

Calcofltior-KOH u otra
tincién para hongos
Cultivo para hongos

Cultivo para hongos

Calcoflior-KOH u otra
tincion para hongos

Cultivo para hongos

Hemocultivos para hongos

Test de antigeno

Serologia

Expectoracién, esputo inducido o LBA

Sangre

LBA

Aspirado endotraqueal nasofaringeo
gargara o expectoracién inducida

LBA

Tejido/biopsia

Aspirado endotraqueal

LBA, muestras con cepillo protegido

Tejido pulmonar

Suero, LBA

Suero, LBA

LBA

Esputo expectorado o inducido, LBA

Suero, 1 ml

Tejido/biopsia

Esputo expectorado, esputo inducido

LBA
Tejido pulmonar

Sangre

Esputo expectorado, esputo inducido
LBA, tejido pulmonar

Esputo inducido
LBA, tejido pulmonar

Esputo expectorado

LBA, tejido pulmonar

Sangre

Suero, orina, LBA, liquido pleural

Suero

Tubo estéril (estdndar de oro por sobre
las tinciones)

Tubo con anticoagulante (EDTA) 3 ml
Tubo estéril con medio UTM

Tubo tapa rosca estéril

Contenedor con formalina (5 ml)

Tubo estéril con tapa rosca

Tubo estéril con tapa rosca

Contenedor con formalina

Tubo estéril

Tubo o frasco estéril

Frasco estéril con tapa rosca

Tubo estéril con tapa rosca

Tubo estéril (3 ml)

Frasco con formalina

Tubo estéril

Frasco con formalina

Frasco de hemocultivo aerébico o
tubo de lisis-centrifugacion

Tubo estéril con tapa rosca

Tubo estéril con tapa rosca

Tubo estéril con tapa rosca

Tubo estéril con tapa rosca

Frasco de hemocultivo aerdbico o tubo
de lisis-centrifugacion

Tubo estéril con tapa rosca (2 ml)

Tubo sin anticoagulante (3-5 ml)

T° ambiente: < 2 h

4°C:si>2ha7dias

4°C: > 2 ha3dias

T° ambiente:
> 2 ha 14 dias

Si > 2 ha 14 dias
T° ambiente

T° ambiente: <2 h
4°C: 2-24 h

T° ambiente: < 2 h
T° ambiente: < 2 h

4°C.<5d;
>5d:-70°C

T° ambiente: < 2 h;
4°C. > 2-24h

T° ambiente: <2 h

T° ambiente: < 2 h
4°C>2-24h

T° ambiente:< 1 h
4°C: > 2-24 h

T° ambiente: antes de

2h,4°C >2-24h

T° ambiente, antes de

2 h,4°C > 2-24h

T° ambiente: < 2 h
4°C: si2-14d

T° ambiente: < 4 h

T° ambiente: < 2 h
40°C. > 2-24h

T° ambiente: < 2 h
4°C: > 2-24h

T° ambiente: < 2 h
4°C: > 2-24h

T° ambiente: < 2 h

T° ambiente: < 2 h

T° ambiente: 4 h

T° ambiente: 2 dias;

4 °C: 2-14 dias
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Coccidioides spp

Otros hongos endémicos

Calcofltior-KOH
Cultivo para hongos

IgM e IgG

Esputo expectorado o inducido,
LBA, tejido pulmonar

Suero

Tubo estéril

Tubo sin anticoagulante (3-5 ml)

T° ambiente: <2 h

T° ambiente: 2 d;

Test de antigeno
(Blastomyces)

Calcofltor-KOH u otra
tincién para hongos

LBA, tejido pulmonar

Suero

Orina, LBA, liquido pleural

Esputo, esputo inducido

4°C: 2-14d

T° ambiente: < 2 h
4°C. > 2-24h

Tubo estéril tapa rosca

T° ambiente: 2 d a
4°C:2-14d

Tubo sin anticoagulante tapa rosca
Contenedor estéril

"Nivel de requerimiento: en consideracién a la frecuencia e importancia de un rapido diagnéstico diferencial es aconsejable tener disponibilidad de la mayor parte de los
ensayos en cada institucion y enviar a un centro de referencia aquellos que sean de incidencia menor. Comentarios: Bacterias: Obtener en forma ideal la primera expecto-
racion de la mafana, previo enjuague bucal con agua y retiro de prétesis si existe. Nebulizar y aplicar KNT en caso de no conseguir secreciones. Gram directo orienta a la
calidad de la muestra: Células epiteliales < 10/campo y PMN > 25/campo con predominio de una morfologia bacteriana, es una buena muestra. Ag urinarios: Ideal primera
orina de la manana por mayor concentracién de antigenos bacterianos. Antigeno urinario de S. pneumoniae tiene falsos positivos, con mayor frecuencia, en nifios por
alta tasa de colonizacion. Antigeno urinario de Legionella sélo detecta Legionella pneumophila serotipo 1. Hongos: El hallazgo de hongos filamentosos en pacientes con
infeccion fungica invasora o neutropenia febril debe sugerir el compromiso pulmonar por estos agentes. El hallazgo de levaduras debe interpretarse como contaminante
de la microbiota normal hasta que se demuestre una enfermedad invasora. Virus: La interpretacién de resultados de RPC Unicos o multiples debe considerar el diagndstico
de base del paciente, dado que, en pacientes inmunocomprometidos, la excrecion viral puede ser prolongada.

Agentes etiologicos

Parasitos
Echinococcus
granulosus

Micobacterias

Técnicas diagnosticas

Estudio macroscopico y
microscépico del quiste

Hemaglutinacion
indirecta (HAI), IFI,
ELISA, WB, RPC

Baciloscopia

Cultivo de Koch

Cultivo acelerado de
micobacterias

RPC

IGRAS: (Interferon gama
release assay)

(Elispot/QuantiFERON)

Neumonia (patrén focal)

Parasitos y micobacterias’

Muestras

Vémica, material quirtrgico
de quiste, biopsia pulmonar

Sangre, suero

Expectoracion

Aspirado endotraqueal (AET)
cuantitativo, LBA

Expectoracion AET cuantitativo
LBA

Expectoracion
AET cuantitativo
LBA

Sangre total

Toma de muestra Transporte

T° ambiente: < 2 ha 4 °C:
3d

Frasco estéril tapa rosca

T° ambiente: < 2 ha 4 °C:
3d

Tubo sin anticoagulante

Tres muestras protegidas de la luz T° ambiente: < 2 h, puede

refrigerarse a 4 °C

Recipiente estéril solucién salina fisioldgica T° ambiente: < 2 h; a4 °C: 3

estéril, protegido de la luz

De inmediato, T° ambiente:
puede refrigerarse a 4 °C

Frasco seco y estéril, con solucion salina
fisioldgica, protegidas de la luz

T° ambiente: < 2 h
> 2 h, 4°C

Frasco seco y estéril, con solucion salina
fisioldgica

Tres tubos de con heparina de litio
(adulto: 5 ml nifios: 2 ml) (Elispot)

Refrigerar a 4 °C

1 ml tubo QuantiFeron T° ambiente, a4 °C: < 16h

"Nivel de requerimiento: debe estar disponible en cada institucién o centro de referencia.

Agentes etioldgicos

Bacterias

Técnicas diagnoésticas

Tincion de Gram
Cultivo corriente

Neumonitis (patrén intersticial-difuso)
Bacterias, micobacterias, hongos'’

Muestras

Expectoracion

Calidad de la muestra: células epiteliales
< 10 x campo y PMN > 25 x campo

Secrecion traqueal

LBA

Toma de muestra Transporte

De inmediato
T° ambiental

Recipiente estéril, boca ancha y
cierre hermético

No diluir muestra. Recipiente estéril

Solucién salina fisiolégica
Recipiente estéril
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Micobacterias

Hongos

Pneumocystis jirovecii

Aspergillus spp

Cryptococcus neoformans

Fusarium spp

Agentes de mucormicosis:
Rhizopus, Mucor,
Absidia spp

Histoplasma capsulatum

Coccidioides spp

Serologia de Chlamydia
Deteccién de 19G e IgM
Chlamydia pneumoniae,
C. psittaci, C. trachomatis

Serologia
Mycoplasma pneumoniae
19G e IgM

Baciloscopia
Cultivo de Koch

IFD
RPC

Histologfa
Tinciones citoldgicas

Tincion KOH con calcoflGor
Cultivo de hongos

Histologia

Galactomanano

B-D glucano

Tincion KOH con calcoflGor
Cultivo de hongos

Test de antigeno para
Cryptococcus sp

Histologia: tincion

Hemocultivo

Calcoflior-KOH u otra
tincién para hongos
Cultivo para hongos

Histologfa: tinciéon
Tincién KOH con calco-
fltor; Cultivo de hongos

Histologia: tincion

Tincién de calcoflior-KOH
Cultivo para hongos

Hemocultivos

Test de antigeno

Tincién calcofltor - KOH
Cultivo para hongos

IgM e IgG

Sangre (suero)

Sangre (suero)

Expectoracion

AET cuantitativo

LBA

Expectoracién, esputo inducido o LBA,
gargaras
LBA, tejido

AET-LBA, muestras con cepillo protegido

Biopsia: tejido pulmonar
LBA, solucién salina fisiologica
Suero

LBA

AET-LBA, muestras con cepillo protegido

Solucién salina fisioldgica (1 ml)

Biopsia: tejido pulmonar

Sangre

Aspirado endotraqueal LBA, muestras
con cepillo protegido

Biopsia: tejido pulmonar

AET-LBA, muestras con cepillo protegido
Biopsia: tejido pulmonar

Esputo inducido, AET-LBA,

Tejido pulmonar

Sangre

Suero, orina, LBA, liquido pleural

Esputo expectorado o inducido
LBA, Tejido

Suero

Tubo sin anticoagula

Tubo sin anticoagula

Recipiente estéril, bo
cierre hermético

No diluir la muestra.
Recipiente estéril

Solucién salina fisiologica area
alveolar. Recipiente estéril

Tubo estéril

Contenedor con formalina si se

nte T° ambiente: < 3 h

nte T° ambiente: < 3 h

De inmediato
T° ambiente

ca anchay

1ha21°C
< 1diasa4°C

T° ambiente: < 2
had°C:>2ha
7 dias

transportara de 2 h a 14 dias

Tubo estéril

AET-LBA, muestras con cepillo

protegido

Frasco con formalina
Tubo estéril

Tubo sin anticoagula
Frasco estéril

Tubo estéril

Tubo estéril

Frasco con formalina

Frasco de hemocultivo aerébico o

T° ambiente: < 2 h
ad°C >2-24h

T° ambiente: <2 h
a4°C.>2-24h

A4°C =<5d
-70°C: >5d

nte T° ambiente: < 2 h
a4°C:>2h-24h

T° ambiente: <2 h
a4°C:>2h-7d

T° ambiente: < 2 h
ad°C>2-24h

T° ambiente: < 2 h
ad°C>2-24h

T° ambiente: < 4 h

tubo de lisis-centrifugacion

Tubo estéril

Frasco con formalina

Tubo estéril

Recipiente con formalina

Tubo estéril

Frasco de cultivo aerdbico o tubo

T° ambiente: <2 h
a4°C.>2-24h
T° ambiente: 2-14 d

T° ambiente: <2 h

T° ambiente: entre
2-14d

T° ambiente: < 2 h
ad°C>2-24h

T° ambiente: < 4 h

de lisis-centrifugacion

Clot tube

Tubo estéril

Tubo sin anticoagula

T° ambiente: < 2 d
a4°C > 2-14 dias

T° ambiente: de
inmediato

nte T° ambiente: 2 dias
a4°C 2-14d

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (2): 145-166

www.revinf.cl

159



Documento

Tincion de calcofliior-KOH
Cultivo hongos

Otros hongos endémicos T° ambiente: < 2 h

a4°C >2-24h

Esputo expectorado o inducido Tubo estéril
Tejido pulmonar, suero, orina, LBA,

Liquido pleural

Antigeno (Blastomyces) Sangre (suero) T° ambiente: 2 dias

ad°oC: 2-14d

Tubo sin anticoagulante

Nivel de requerimiento: en consideracién a la frecuencia e importancia de un rapido diagndstico diferencial es aconsejable tener disponibilidad de la mayor parte de los
ensayos en cada institucién y enviar a un centro de referencia aquellos que sean de incidencia menor.

Tabla 4. Métodos de laboratorio para el diagnostico de infecciones del tracto digestivo

Ulceras esofagicas'

Agentes etioldgicos Técnicas diagnosticas Muestras Toma de muestra Transporte
Bacterias Tincién de Gram Biopsia de la lesion Recipiente estéril, tapa hermética con De inmediato

Cultivo solucion salina fisiologica estéril T° ambiente
Virus

Virus herpes simplex
Citomegalovirus

Hongos
Candida spp

RPC-TR, cultivo viral

Tincién de calcofltior-KOH

Biopsia de tejido

Térula/biopsia de la lesién

Medio de transporte universal viral

Recipiente estéril, tapa hermética con

A 4°C: < 3dias

De inmediato

Cultivo hongos solucién salina fisiolégica estéril T° ambiente
RPC Torula/biopsia de la lesion Recipiente estéril, tapa hermética con A4-8°C: <3d
solucion salina fisiologica estéril
Histologfa Biopsia de la lesién Recipiente con formalina T° ambiente
Micobacterias Histologia, inmunohistoquimica  Biopsia de la lesion Recipiente con formalina T° ambiente

RPC

Biopsia de la lesion

Frasco estéril, seco

T° ambiente: < 2 h

a4°C:>2h
"Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en cada institucién o con derivacién rapida a un centro de referencia.
Sindrome diarreico agudo’
Agentes etiolégicos Técnicas diagnoésticas Muestras Toma de muestra Transporte

Bacterias

Salmonella spp, Shigella spp,
Yersinia spp, Campylobacter
spp, Vibrio spp, Aeromonas
spp, Plesiomonas spp,
Escherichia coli diarreogénicas

Coprocultivo

RPC (por ej.: Filmarray-
Biofire)*

Deposiciones

Recipiente limpio o térula rectal
Elegir zona con pus o sangre para
observar al microscopio

Recipiente estéril o en medio Cary Blair

De inmediato

Campylobacter spp Tincién de Hucker Deposiciones Recipiente estéril o en medio Cary Blair De inmediato
Deteccién de Shiga-toxina Deposiciones Recipiente estéril De inmediato
Clostridioides difficile Deteccion de toxina A/By glu-  Deposiciones liquidas Recipiente estéril hermético De inmediato
tamato deshidrogenasa (GDH)
RPC Deposiciones liquidas Recipiente estéril hermético A4 °C: 2 dias
Rotavirus, adenovirus entérico, RPC Deposicion Frasco limpio hermético De inmediato

norovirus, astrovirus

Inmunocromatografia

"Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en cada institucion, pudiendo derivar a un centro de referencia los ensayos de biologia molecular. *Determina los siguientes
microorganismos: Bacterias: E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli enteroagregativa, E. coli productora de toxina tipo Shiga stx1/stx2 (incluida la iden-
tificacion especifica del serogrupo O157), Shigella-E. coli enteroinvasora-Salmonella, Campylobacter (jejuni/coli/upsaliensis), Vibrio (parahaemolyticus/vulnificus/cholerae)
con identificacion especifica de V. cholerae-Y. enterocolitica, Plesiomonas shigelloides, C. difficile (toxinas A/B), Parasitos: Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, E.
histolytica, G. lamblia, Virus: adenovirus F40/41, astrovirus, norovirus GI/Gl|, rotavirus A, sapovirus (genogrupos |, Il, Il y IV).
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Agentes etiolégicos

Entamoeba histolytica

Blastocystis hominis

Giardia lamblia

Strongyloides stercoralis

Cryptosporidium spp

Cyclospora spp

Cystoisospora spp

Microsporidia spp

Schistosoma spp

Estudio de parasitosis intestinal en diarrea aguda’

Técnicas diagnésticas

Tincion Giemsa-tricromica

HAI, ELISA, IFI
RPC

Tincién Giemsa-tricrémica,
hematoxilina férrica

Ac monoclonales, IFl, RPC,

Inmunocromatografia

Método Baermann-Moraes
Cultivo en placa de agar
no nutritivo con
Escherichia coli

Enterotest, ELISA, WB

RPC

Tincién de Ziehl Neelsen,
Kinyoun, safranina'y
tricromica

Técnica de Richter
IFD, ELISA
inmunocromatografia,
RPC cultivo

Tincién de Ziehl Neelsen,
Kinyoun, fucsina bésica y
safranina, fluorescencia
bajo luz UV

Tincién de Ziehl Neelsen
Kinyoun, y safranina

IFI, técnica de flotacion,
RPC

Tincién cromotropo 2R,
Kinyoun

Calcofltor, IFD
Sedimentacion espontanea
en deposiciones

Coproparasitolégico de
Kato-Katz, IFI, ELISA, WB,

Biopsia

Muestras

Deposicién (5 g)

Suero

Tejido

Deposicion

Deposicion

Liquido duodenal

Deposicion

Liquido duodenal

Sangre

Deposicién

Biopsia intestinal

Deposicion

Deposicion

Biopsia intestino delgado

Deposicion

Biopsia

Deposicion

Sangre

Biopsia de recto

Toma de muestra

Parasitoldgico seriado (PSD) con fijador
PAF, SAF o PBA

Tubo sin anticoagulante

Parasitoldgico seriado (PSD) con fijador
PAF, SAF o PBA

Parasitoldgico seriado (PSD) con fijador
PAF, SAF o PBA

Tubo con anticoagulante 10 cc

PSD con fijador PAF, SAF o PBA,
coproparasitolégico

Tubo con anticoagulante 10 cc

Suero en tubo con EDTA

PSD método de concentracion

PSD método de concentracion

10 muestras
PSD método de concentracién

PSD método de concentracién

PSD con fijador PAF

Tubo con anticoagulante (EDTA), suero

Tubo hermético estéril

Transporte

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 4 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 4 h

T° ambiente: < 4 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 24 h

T° ambiente: < 4 h

T° ambiente: < 24 h

'Nivel de requerimiento: pueden ser enviados a centro de referencia como ISP.
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Tabla 5. Métodos de laboratorio para el diagnéstico de infecciones del tracto urinario

Agentes etioldgicos

Bacterias

Hongos
Candida spp

Virus*
ADV
BK

Técnicas diagnosticas

Orina completa
Urocultivo

Tincion de calcofltor
Cultivo de hongos

Hemocultivos

RPC

RPC

Cistitis y pielonefritis’
Muestras

Segundo chorro

Urocultivo

Sangre

Sangre

Orina

Sangre

Toma de muestra

Previo aseo genital

Ideal: primera orina de la manana

Transporte

T° ambiente: <2 h
ad°C:<24h

Si hay sonda Foley in situ: desinfectar una

zona y puncionar. No pinzar la s

Orina de 2° chorro

Frasco de hemocultivo

Tubo con anticoagulante (EDTA)

Frasco estéril

Tubo con anticoagulante

onda

T° ambiente: < 1 dia

T° ambiente: < 1 h

A4 °C: < 3 dias

A4°C:. < 3dias

A 4°C:. < 3dias

"Nivel de requerimiento: técnicas para diagnostico de bacterias y hongos deben estar disponibles en cada institucién. Técnicas de diagndstico virolégico pueden ser de-
rivadas a centro de referencia. Comentarios: No forzar la diuresis con ingesta de liquidos pues diluye la muestra. Indicar siempre en la solicitud el método de obtencion
de la muestra de orina para el correcto procesamiento de esta: 2° chorro, desde sonda Foley. Si la sonda Foley lleva mas de 7 dias, tomar la muestra habiendo cambiado
previamente la sonda. La toma de cultivos desde la sonda Foley puede generar colonizacién de ésta en pocas horas. *La pesquisa del genoma viral en orina para ambos
virus debe complementarse con un examen de RPC en sangre en pacientes con TPH.

Tabla 6. Métodos de laboratorio para el diagnéstico de infeccion de piel y tejidos blandos'

Agentes etioldgicos

Bacterias

Hongos
Scedosporium spp
Pseudoalescheria spp
Exophiala spp
Cladosporium spp
Phialophora spp
Alternaria spp
Biolaris spp

Hongos dimorficos
Histoplasma capsulatum
Blastomyces dermatitides

Coccidioides immitis?

Técnicas diagnosticas

Tincién de Gram y cultivo
corriente

Cultivo hongos
Tincién KOH

Histopatologia

Antigeno urinario (Histoplasma,

Blastomyces)

IgM (ELISA o IMDF), 19G (FC)

Hemocultivo

Prueba de intradermo-reaccién

con coccidioidina (IDC)

Histopatologia

Muestras

Secrecién

Trozo de tejido (biopsia cutanea)

Térula (ver comentarios)

Tejido/biopsia/aspirado

Biopsia tejido

Orina

Suero

Sangre: 2 sets

Inoculacién en piel

Tejido/biopsia/aspirado

Toma de muestra

Jeringa

Transporte

T° ambiente: < 1 h

Frasco hermético estéril con solucién

salina fisiologica estéril

En medio Stuart

Tubo estéril en condiciones aerdbicas

Recipiente con formalina

Recipiente limpio hermético

Tubo estéril sin anticoagulante

Frasco de hemocultivo

Frasco estéril hermético

T° ambiente: < 2 h

T° ambiente: 2 h-24 h

T° ambiente: < 2 h

De inmediato
T° ambiente

De inmediato
T° ambiente

T° ambiente: < 2 h
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Paracoccidioides brasiliensis

Cultivo, tincion de hidroxido de
potasio, calcofltor, IF

Hemocultivo

IgM, 1gG (ID), (FC) y ELISA

Histologia

Esputo, LBA, costras, Ulceras,
nodulo linfatico, LCR o biopsias
y tejido

Sangre: dos sets

Sangre

Tejido/biopsia/aspirado

Frasco estéril hermético

Frasco de hemocultivo

Clot tube, con anticoagulante (EDTA)

Recipiente con formalina

T° ambiente: 2 h-24 h

De inmediato
T° ambiente

T° ambiente:
ad4°C:>2h

T° ambiente: < 24 h

Penicilium marneffei

Cultivo, tincién

Antigeno en orina (ELISA)

Deteccién de antigenos (ELISA)
RPC

Tejido, biopsia, aspirado, sangre

Orina

Tejido, biopsia, aspirado

Recipiente estéril hermético

Frasco limpio hermético

Recipiente estéril hermético

De inmediato
T° ambiente

De inmediato
T° ambiente

A 4°C:. > 2 h-3 dias

Histologia Tejido, biopsia, aspirado Recipiente con formalina T° ambiente: < 24 h
Sporotrix Cultivo Lesion, ndédulo cutédneo, LBA, Frasco estéril hermético De inmediato
schenckii tejidos, LCR T° ambiente,
IgM, 19G (aglutinacion IMDF) Suero Clot tube, con anticoagulante (EDTA)  T° ambiente A 4 °C:
>2h-24h
Prueba de intradermoreaccién  Piel Induracion de 5 mm > 24 h

con coccidioidina (IDC)

Histopatologia

Tejido, biopsia, aspirado

Frasco estéril hermético

T° ambiente: <2 h

Candida spp

Cultivo hongos. Tincién

Hemocultivo
Ag/Ac Candida

B-D-glucano
RPC

Histologia

Tejido, biopsia, aspirado, orina

Sangre

Sangre

Tejido/biopsia

Frasco estéril hermético

Frasco hemocultivos

Tubo con anticoagulante (EDTA)

Recipiente con formalina

T° ambiente: <2 h

T° ambiente: <2 h

A4 °C:. < 3dfas

T° ambiente: < 24 h

Cryptococcus neoformans

Tinta china, ldtex, Hemocultivo

Cultivo, tincién

Histopatologia

Sangre; 2 sets

Tejido, biopsia, aspirado,
secrecion, LCR

Tejido, biopsia, aspirado

Botellas de hemocultivo o con lisis

centrifugacion

Recipiente estéril hermético

Contenedor con formalina

T° ambiente: < 2 h

T° ambiente
De inmediato

T° ambiente: 2 h-24 h

Trichosporon spp
Geotrichum spp
Malassezia spp

Histopatologia

Tejido, biopsia, aspirado

Contenedor con formalina

T° ambiente: 2 h-24 h

Fusarium spp

Agentes de mucormicosis

Virus
VHS 1-2, VZV, enterovirus

Hemocultivos

Cultivo, tincién

Histopatologia

Cultivo, tincién

Histopatologia

RPC
IFD

Sangre; 2 sets (s6lo Fusarium)

Tejido, biopsia, aspirado,
secrecién, LCR

Tejido, biopsia, aspirado

Tejido, biopsia, aspirado,
secrecion

Tejido, biopsia, aspirado

Lesion de piel, biopsia de piel

Frasco hemocultivos

Recipiente estéril hermético

Contenedor con formalina

Recipiente estéril hermético

Contenedor con formalina

Escoger la lesién mas nueva en
evolucion

Raspado de la base de la lesién
vesicular o Ulcera

T° ambiente
De inmediato

T° ambiente
De inmediato

T° ambiente: 2 h-24 h
T° ambiente

De inmediato

T° ambiente: 2 h-24 h

De inmediato
A4°C:.<2h

'Nivel de requerimiento: debe estar disponible en cada institucion y los ensayos de mayor complejidad derivados a un centro de referencia. Comentarios: La muestra de
mejor rendimiento es aquella que corresponde a un fragmento de tejido. Las muestras de menor rendimiento son los torulados, por lo que se recomienda poner la térula
en medio de transporte Stuart. Las caracteristicas clinicas pueden orientar en la solicitud del mejor anélisis; sin embargo, en inmunosupresiéon los cuadros clinicos clésicos
pueden modificarse. 2Coccidioides spp. es un hongo potencialmente letal y de manejo riesgoso para el laboratorio. Las AC forman aerosoles infectantes muy facilmente;
por ello, los cultivos deben ser manejados dentro de una campana de flujo laminar con presién negativa, con nivel de bioseguridad estricto 2 con practicas de 3.

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (2): 145-166

www.revinf.cl 163



Documento

Tabla 7. Métodos de laboratorio para el diagnostico de infecciones oculares’

Agentes etioldgicos

Bacterias

Virus
Virus herpes simplex

Adenovirus

Parasitos
Acanthamoeba spp

Agentes etioldgicos

Bacterias

Hongos

Virus
Citomegalovirus
(Retinitis)

Técnicas diagnosticas

Tincion de Gram
Cultivo corriente

Queratitis
Muestras

Secrecién conjuntival

Cultivo: siembra directa en cufa en placas  Raspado corneal

de agar sangre, chocolate y MConkey

RPC, IFD, cultivo viral
RPC

Calcofltor, tincién Giemsa,
Inmunoperoxidasa, cultivo

Técnicas diagnosticas

Tincién de Gram
Cultivo corriente

Tincién KOH, calcofldor
Cultivo

RPC

Hisopado corneal

Hisopado conjuntival

Raspado o hisopado corneal

Endoftalmitis

Muestras

Liquido intraocular

Liquido intraocular

Humor vitreo

Toma de muestra

Térula fina desde dngulo externo al
interno del ojo; ambos ojos

Procedimiento quirlrgico

Toérula en medio de transporte viral

Térula en medio de transporte viral

Toma de muestra

Transporte

De inmediato
T° ambiente

De inmediato
T° ambiente

De inmediato a 4 °C

De inmediato a 4 °C

Cultivo de lente de contacto en agar  De inmediato
no nutritivo con Escherichia coli

T° ambiente

Transporte

Térula de rayon con medio de trans-  De inmediato

porte Stuart

Recipiente estéril hermético, torula

Medio de transporte viral o tubo

estéril

T° ambiente
De inmediato

T° ambiente

De inmediato
refrigerado a 4 °C

'Nivel de requerimiento: debe estar disponible en cada institucién y los ensayos de mayor complejidad serén enviados a centro de referencia. Comentarios: las muestras
mas invasoras deben ser tomadas por oftalmélogo en pabellén, ideal aspirar con jeringa.

Tabla 8. Métodos de laboratorio para el cribado de algunas enfermedades infecciosas de importancia en trasplante precursores hematopoyéticos’ 2526

Agente etioldgico

Bacterias
Treponema pallidum

Virus

CMV, VEB, VZV, VHS 1-2,
VHHG, HTLV 1, VIH
Hepatitis B

Hepatitis C

VIH

Parésitos
Toxoplasma gondli

Trypanosoma cruzi

Estudio del donante (vivo o cadaver)

RPR (VDRL)

I9G, IgM
HBsAg, anti-core HB
Anti-HepC

ELISA VIH

Reaccién de Sabin-Feldman
Serologia (ELFA) o (ELISA)
IFI
RPC
RPC
IFI
ELISA

Estudio del receptor

RPR (VDRL)

I9G, M
HBsAg, anti-core HB
Anti-HepC

ELISA VIH

Reaccién de Sabin-Feldman
Serologia (ELFA) o (ELISA)
IFI

RPC

RPC

IFI

ELISA

Muestra

Suero
Tubo sin anticoagulante

Suero

Tubo sin anticoagulante
Suero

Tubo sin anticoagulante
Suero

Tubo sin anticoagulante
Sangre

Tubo con anticoagulante

Suero
Sangre con anticoagulante
(EDTA)

Suero
Sangre con anticoagulante
(EDTA)

Comentarios

Disponible en la mayoria de los
centros hospitalarios e ISP
Disponible en bancos de sangre
e ISP

Disponible en bancos de sangre
e ISP

Usar ensayo de 42 generacion

Donante cadaver: serologia en
liquido pericardico
IFI, ELISA

Donante cadaver: serologia o
RPC en liquido pericardico
IFI, ELISA, RPC

'Nivel de requerimiento: deben estar disponibles en los centros que manejen estos pacientes.
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Tabla 9. Métodos morfolégicos, inmunohistoquimicos, ultraestructurales y moleculares disponibles en el diagnostico de enfermedades infecciosas

Técnicas morfolodgicas diferenciales

Tincién de Gram para tejidos

Chlamydia sp, rickettsia y Legionella sp

Técnicas acido-alcohol resistentes

Aporta en diagnostico diferencial de Eubacterias, Actinomycetales, hongos y algunos protozoos, y tincion de Jiménez para

Tinciones de fucsina por ej.: acido: Ziehl-Neelsen, Kinyoun para micobacterias, Nocardia sp, Legionella sp, esporas micéticas,

criptosporidios, microsporidios, algunas estructuras parasitarias y tincion con auramina-rodamina para micobacterias

Técnicas de azur
Anaplasma sp

Técnicas para material viral

Feulgen (ADN viral)

Floxina-tartracina de Lendrum (inclusiones virales)
Orceina de Shikata (hepatitis B)

Técnicas de hematoxilina modificada

Hematoxilina férrica de Heidenhain*

Giemsa, May-Grunwald, Wright, etc., para visualizar protozoos intracelulares y tisulares, Pneumocystis sp, Ehrlichia sp y

Hematoxilina acida fosfotingstica de Mallory* *Huevos de helmintos, trofozoitos, amebas

Inmunohistoquimica
Virus (ADN y ARN)
Bacterias

Priones (proteinas infectantes)

(Helicobacter pylori, micobacterias, Chlamydia sp, Bartonella sp, Treponema sp, etc.).
Hongos (Candida spp, Aspergillus spp, Pneumocystis spp, etc.).
Protozoos (Toxoplasma sp)

Técnicas ultraestructurales

Infecciones virales sin y con cuerpos de inclusion

Infecciones por Mycoplasma sp, Chlamydlia sp, rickettsias, Ehrlichia sp y Anaplasma sp
Infecciones bacterianas: enfermedad de Whipple y malacoplaquia
Infecciones protozoarias: microsporidiosis

Técnicas de biologia molecular

Micobacterias, Bartonella sp, infeccién bacteriana general, Corynebacterium sp, infeccién fingica, virus de Epstein-Barr
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