CAPITULO 5
Identificacion de agentes infecciosos

Adriana Massone

En el presente capitulo se describen los criterios generales a tener en cuenta para la citologia
diagnostica en enfermedades infecciosas seleccionadas y se ilustran ejemplos representativos
de diferentes clases de microorganismos.

Los tipos de agentes infecciosos incluyen bacterias comunes, bacterias superiores, levadu-
ras, hifas fungicas, protozoos, parasitos y virus.

El tamafo, la forma y las caracteristicas de tincion son importantes en la identificacion citol6-
gica de los agentes infecciosos. Este capitulo contiene breves descripciones de los mismos, in-
cluyendo las tinciones utilizadas de rutina o especiales que permiten identificar agentes con par-

ticularidades de tincion.

Infeccion primaria e infeccion secundaria
o versus microbiota normal

Las bacterias intracelulares se observan en infecciones activas (primarias o secundarias),
mientras que las bacterias extracelulares pueden indicar una infeccidn activa, microflora normal
o contaminacién (Lane 2015).

Las bacterias intracelulares y extracelulares son indicativas de infeccién activa. También una
poblacion bacteriana monomodrfica (solo un tipo de bacteria presente) sugiere infeccion, mientras
que una poblacién mixta (cocos, bastones) puede indicar contaminacion, microflora normal o una
infeccion bacteriana mixta. Un proceso bacteriano mixto puede presentarse, por ejemplo, en in-

fecciones gastrointestinales, en heridas por mordeduras o en lesiones por cuerpos extrafios.

Bacterias

Cocos

Entre los procesos infecciosos incluimos, en primer lugar, a los abscesos bacterianos agudos

y piodermas. Estos procesos se ubican generalmente en el tejido subcutdneo y se observan
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como resultado de heridas causadas por mordeduras u otras heridas punzantes. También pue-
den observarse como manifestacion de enfermedades sistémicas. Macroscépicamente se ob-
servan como lesiones firmes a fluctuantes, eritematosas, calientes y dolorosas. Generalmente
se aprecia un exudado de color blanco amarillento.

La pioderma profunda se manifiesta como una inflamacién bacteriana que se extiende a la
dermis, con compromiso de los foliculos (foliculitis y furunculosis). La destruccién de la pared
folicular libera fragmentos de pelo y restos de queratina folicular en el tejido circundante, lo que
genera una reacciéon de cuerpo extrafo e inflamacién piogranulomatosa, con formacién de un
nodulo dérmico (Gross 2005, Raskin 2006).

Los principales agentes son cocos Gram positivos patégenos, de los géneros Staphylococcus
y Streptococcus.

Los estafilococos se presentan en grupos de 4 a 12, mientras que los estreptococos tienden
a formar cadenas cortas o largas. Estafilococos y estreptococos son aerobios. Cuando se iden-
tifican cocos en preparaciones citolégicas se deben realizar cultivos para aerobios y anaerobios,

como asi también las pruebas de sensibilidad (Figura 5.1 y 5.2).

Figura 5.1. Bacterias.

Abundantes cocos intracitoplasmaticos (flecha roja) y libres (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 5.2. Bacterias.

o

AP D

Abundantes cocos intracitoplasmaticos (flecha roja) Tincion 15, Biopur®. Obj.60X.

Dermatophilus congolensis se replica por division transversal y division longitudinal, produ-
ciendo largas cadenas dobles de microorganismos cocoides azules, que se asemejan a pilas de
monedas. Estas bacterias colonizan la dermis superficial y producen lesiones costrosas. En el
material obtenido debajo de estas costras se observan facilmente estas cadenas, junto con abun-
dantes células epiteliales, restos de queratina y detritus celulares y muy escasos neutrdfilos (Al-
banese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Bastones

Actinomyces/Nocardia

La infeccién se presenta como lesiones subcutaneas tumefactas, las que posteriormente se
ulceran y exudan liquido pardo rojizo. Frecuentemente estan relacionadas con heridas penetran-
tes. Las infecciones pueden estar asociadas con signos sistémicos, incluido el piotérax.

Los microorganismos se reconocen como estructuras filamentosos caracteristicas. A menor
aumento, cuando estan presentes, los grupos de bacterias extracelulares se observan de color
azul o rojizo, inmersos en una respuesta inflamatoria compuesta por neutréfilos y macréfagos.

A mayor aumento se identifican como microorganismos filamentosos alargados, delgados

y ramificados.
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Actinomyces sp. son Gram positivos pero no acido alcohol resistentes, mientras que Nocardia
sp. son Gram positivos y variablemente acido alcohol resistente. Se recomienda realizar el cultivo
para arribar al diagndstico definitivo (Raskin 2016).

Mycobacterias

Las micobacterias son bacterias con forma de bastones, acido alcohol resistente, que se cla-
sifican en dos grandes grupos: patégenos obligados y patégenos facultativos, estos ultimos tam-
bién denominados micobacterias oportunistas o atipicas (Greene 2012).

Las bacterias del género Mycobacterium spp. no se tifien con las coloraciones de rutina (Fi-
gura 5.3). Por ello, los bastones con tincidon negativa se observan en el citoplasma de los macro-
fagos, macréfagos epitelioides y células gigantes. Ante la presencia de estas células en prepa-
rados citologicos, en las que, luego de una cuidadosa busqueda no se observan microorganis-
mos pero si imagenes negativas, deberia recurrirse a coloraciones para organismos acido al-
cohol resistentes como es la Tincion Ziehl Neelsen (Figura 5.4).

Debido a que, a menudo, son refractarios a la terapia con antibioticos y el cultivo puede de-
morar, la citologia resulta muy util para indicar rapidamente la presencia de estos microorganis-
mos (Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.3. Mycobacterium spp.

Citoplasma de macrofagos con bacilos (imagenes negativas). Tincién Color Fast, Biopack®. Obj 100X.
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Figura 5.4. Mycobacterium spp.

Bacilos acido-alcohol resistentes (color rosa). Tincién Ziehl Neelsen, Britani®. Obj 100X.

Hongos

Los procesos infecciosos producidos por hongos (micosis) se caracterizan por producir lesio-
nes granulomatosas con presencia de neutrdéfilos, macréfagos, células epitelioides, linfocitos y
células plasmaticas. En algunas ocasiones, se observan solamente neutréfilos y eosindfilos.
(Gross 2005, Greene 2012).

Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii es un hongo dimérfico que a menudo se encuentra en forma de levadura
a temperatura corporal (37° C). La transmision es a través de la inoculacion directa por arafiazos
o mordeduras y, con menor frecuencia, por inhalacion (Greene 2012).

La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa. En los gatos es frecuente hallar numerosas
levaduras, a diferencia de la escasa cantidad que se encuentran en caninos. Estos hongos pue-
den hallarse libres o en el interior de las células. Su forma es redonda u ovalada a fusiforme
(“forma de cigarro”), mide aproximadamente de 1 a 3 ym de ancho y de 3 a 9 ym de largo,
contienen citoplasma azul claro y pared celular delgada y transparente (Albanese 2017, Lane
2015, Raskin 2016).
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Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum es un hongo dimorfico de distribucidén mundial. EI microorganismo
crece en el suelo y material contaminado con excrementos de aves o murciélagos (guano). La
infeccion en personas y animales probablemente se produce por inhalacion de las esporas de la
fase micelial. Las infecciones pueden ser localizadas o diseminadas y los sintomas dependen
del tejido afectado. H. capsulatum se puede encontrar en la piel, linfonédulos, érganos internos,
articulaciones, médula ésea, sangre periférica, o, rara vez, en liquido cefalorraquideo (LCR).
(Greene 2012). La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa con abundante cantidad de mi-
croorganismos en macrofagos y, ocasionalmente, en neutrdfilos.

Los microorganismos se describen como pequefias levaduras, de 2 a 4 ym de diametro y de
forma redonda a ovalada, con un nucleo excéntrico en forma de medialuna de color rosa a pur-
pura, con citoplasma azul claro y una pared celular delgada. Puede observarse un brote con un
cuello estrecho (Figuras 5.5, 5.6 y 5.7) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.5. Histoplasma spp.

Tincién 15, Biopur®. Obj 20X.
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Figura 5.6. Histoplasma spp.

Tincion 15, Biopur®. Obj.40X.

Figura 5.7. Histoplasma spp.
w T

Abundantes microorganismos intracitoplasmaticos en células gigantes multinucleadas. Tincién 15,
Biopur®. Obj 100X
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Blastomyces dermatitidis

Blastomyces dermaititidis es un hongo dimdrfico. La mayoria de los casos de blastomicosis
se deben a la inhalacién de esporas de la fase micelial.

Este hongo no puede transmitirse a través de aerosoles entre animales y humanos; sin em-
bargo, la inoculacion directa puede producir infecciones en humanos. La blastomicosis en perros
y gatos puede diseminarse y producir lesiones pulmonares, oculares, cutaneas y 6seas. Las
lesiones cutdneas se encuentran comunmente en la nariz y las extremidades y, por lo general,
estan ulceradas (Greene 2012).

La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa, con variable cantidad de microorganismos.
Estos a menudo estan rodeados de neutréfilos o bien, mas raramente, pueden observarse en los
macrofagos. B. dermatitidis es de tamafio mediano, esféricos, de 5 a 20 ym de didmetro, color
azul oscuro, con una doble pared gruesa y refractaria y ocasionalmente se observa una gema-
cioén de base ancha (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Cryptococcus spp.

Las dos especies patégenas mas comunes son Cryptococcus neoformans y C. gattii. Estos
son hongos dimorficos que se encuentran en forma de levadura a 37° C, aunque rara vez se han
informado formas de hifas. C. neoformans se encuentra en todo el mundo, mientras que C. gattii
se encuentra principalmente en regiones tropicales y subtropicales.

La infeccidn de las vias respiratorias superiores es mas comun en los gatos y forma una masa
en la cavidad nasal que puede incluso invadir el seno frontal. Se pueden observar otitis media,
adenopatias mandibulares, lesiones orales y lesiones cutaneas. También puede alcanzar al sis-
tema nervioso central, ojos o incluso ser sistémico. Los perros a menudo desarrollan una enfer-
medad diseminada grave, con compromiso del sistema nervioso central, ojos, sistema urinario y
cavidad nasal. Los organismos pueden verse en aspirados de lesiones masivas y en liquido ce-
falorraquideo (Greene 2012).

En las muestras se observan principalmente macréfagos, linfocitos y neutréfilos. En el liquido
cefalorraquideo se observan eosindfilos.

Estos microorganismos poseen un polisacarido que no permite colorear la capsula o solo se
observa de un color rosa claro (“cubierta rugosa”). Es posible encontrar formas no encapsuladas.
Estos hongos son redondos, ovalados o alargados, miden aproximadamente de 4 a 15 ym sin
capsula, o de 8 a 40 uym con capsula y, ocasionalmente, se puede observar la gemacion (Figura
5.8 y 5.9) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).
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Figura 5.8. Cryptococcus spp.

.

“‘

Tincion 15, Biopur®. Obj.60X.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 49



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Coccidioides spp.

La coccidioidomicosis es causada por Coccidiodes. immitis o C. posadasii. Son hongos di-
morficos que forman esférulas a 37° C, las que internamente se dividen para formar endosporas.

La enfermedad pulmonar es comun en los perros y puede diseminarse sistémicamente e in-
volucrar los huesos, ojos, corazon, pericardio, sistema nervioso central, bazo, higado y rifiones.
En los perros, las lesiones cutdneas supurativas se asocian con lesiones 6seas subyacentes. En
los gatos las lesiones 6seas son raras (Greene 2012).

La inflamacién caracteristica es piogranulomatosa y puede contener muy pocos microorga-
nismos. Estos se observan como estructuras redondeadas, azules, que miden aproximadamente
de 10 a 200 ym de diametro. Son de pared doble y contienen protoplasma finamente granular.
Las endosporas se pueden observar dentro de las esférulas, fagocitadas por neutroéfilos 0 ma-
crofagos y dispersas en el fondo. Las endosporas son pequenas, redondas u ovoides, de apro-
ximadamente 2 a 5 ym de diametro, contienen una pared delgada, citosol claro a azul claro a
purpura y nucleo exceéntrico. Las esférulas de tamafio pequefio a mediano pueden parecerse
morfolégicamente a B. dermatitidis. Sin embargo, la falta de gemacion, la variacién de tamafio
de las esférulas y la presencia de endosporas ayudan a identificar Coccidioides spp. (Albanese
2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Malassezia spp.

Malassezia spp. son un grupo de levaduras lipofilicas no micelioides, de las cuales M. pachy-
dermatis es un comensal y oportunista comun de la piel. Patégeno en perros y gatos. Los am-
bientes calidos y humedos de la piel, como como las orejas, el mentdn, las axilas, la ingle y los
pies, suelen verse afectados en los perros. (Gross 2005).

Estas levaduras son pequefias, Gram positivas, tipicamente en forma de mani o de huella
de bruja, puede ser globoso o elipsoidal (Figuras 5.10 y 5.11) (Albanese 2017, Lane 2015,
Raskin 2016).
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Figura 5.10. Malassezia spp

Abundante cantidad de microorganismos y células epiteliales queratinizadas. Tincién 15, Biopur®. Obj.20X.

Figura 5.11. Malassezia spp.

Tincion 15, Biopur®. Obj.60X
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Dermatofitos

Microsporum 'y Trichophyton spp. son hongos queratinofilicos que comunmente causan der-
matofitosis (tifia) en perros y gatos. La dermatofitosis es zoonética y se pueden observar lesiones
similares en humanos.

Las lesiones son costrosas, focales, escamosas y alopécicas y ocurren en la cabeza, patas y
cola de los animales. A partir de raspados en el borde de las lesiones activas se pueden visualizar
los dermatofitos. Se pueden identificar en preparaciones de inmersién en aceite sin tefir (con o
sin tratamiento con hidroxido de potasio al 10%), o extendidos secados al aire tefiidos con colo-
raciones de rutina. Se pueden utilizar también, para su identificacion, tincion de plata o reaccién
de acido periddico de Schiff (Gross 2005).

En algunas ocasiones puede observarse inflamacion piogranulomatosa e identificar al micelio
fungico y las artrosporas en la superficie de las células epiteliales, libres o en el interior de los
pelos (Trichophyton spp.) o en la superficie de los pelos (Microsporum spp.) (Gross 2005, Alba-
nese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Otros microorganismos

Muchos hongos y organismos similares a hongos que infectan a perros y gatos pueden formar
hifas en el tejido. Estos incluyen patégenos oportunistas (microflora comensal,por ejemplo Can-
dida albicans), y hongos saprofitos que causan zigomicosis, hialohifomicosis y eohifomicosis. Los
organismos fungicos a menudo inducen una respuesta inflamatoria granulomatosa y con muchos
eosinofilos. Aunque las caracteristicas de las hifas como el ancho, la ramificacion, tabiques, for-
macioén de pseudohifas, tincidn e imagenes negativas pueden sugerir un organismo especifico,

el diagnéstico definitivo requiere cultivo y evidencia histopatologica de invasion tisular.

Rhinosporidium seeberi

Rhinosporidium seeberi es un patégeno eucaridtico Mesomycetozoea (una clase entre hon-
gos y animales). Generalmente se encuentra en regiones tropicales y se asocia con ambientes
acuaticos (Greene 2012). La rinosporidiosis se caracteriza en perros y gatos por crecimientos
nasales polipoides con una superficie granular. Se diagnostica al encontrar endosporas maduras
redondas u ovales en exudados nasales o en improntas tisulares. Las endosporas maduras tie-
nen aproximadamente de 7 a 15 ym de diametro, se tifien de rosa brillante, con estructuras ro-
sadas intensos rodeadas de paredes celulares dobles. Pueden hallarse esporangios grandes de
100 a 450 pm (Figura 5.12 y 5.13) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).
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Figura 5.12. Rhinosporidium seeberi.

Presencia de endosporas maduras (flecha roja) en el interior de esporangios (flecha negra). Tincién 15,
Biopur®. Obj.20X

Figura 5.13. Rhinosporidium seeberi.

Presencia de endosporas maduras. Tincién 15, Biopur®.0Obj.100X.
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Protozoos

Leishmania spp.

Los perros son el principal reservorio de Leishmania infantum (chagasi), que causa la leishma-
niasis visceral humana. Es endémica en la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y América del
Sur. Los flebétomos son el principal vector de transmision en areas endémicas, y solo un pequefio
porcentaje de perros infectados desarrollan la enfermedad clinica. Los organismos se pueden en-
contrar en cualquier tejido o liquido corporal. La infeccion produce lesiones cutaneas, linfoadeno-
megalia y esplenomegalia. Los amastigotes de Leishmania spp. se pueden ver en la impresién o
frotis de lesiones ulcerativas, aspirados de nédulos, linfonédulos, bazo o médula ésea, que a me-
nudo tienen inflamacion piogranulomatoso o granulomatoso (Greene 2012). Los amastigotes son
ovoides, de aproximadamente 2,5 a 5 ym de largo y de 1,5 a 2 um de ancho, y contienen un nucleo
ovalado de color rosa a purpura y un cinetoplasto pequefo, de color azul oscuro a purpura, en
forma de bastoncillo (Figura 5.14 y 5.15) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.14. Leishmania spp.
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Presencia de amastigotes libres y en el interior de macréfagos. Tincion May Grunwald Giemsa.Obj.40X.
(Cortesia Dr. Ricardo Sanchez, ROSLAB Concordia, Entre Rios)
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Figura 5.15. Leishmania spp.
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Presencia de amastigotes en el interior de macréfagos. En esta imagen se hace visible el cinetoplasto. Tincién
May Grunwald Giemsa. Obj.100X. (Cortesia Dr. Ricardo Sanchez, ROSLAB Concordia, Entre Rios)
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