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En esta NTP se estudian diferentes especies fungicas que pueden constituir un peligro para el personal del laboratorio. Se describen
las infecciones asociadas a estos hongos asi como las recomendaciones de bioseguridad que deben aplicarse. Se complementa con
la NTP 520 (Prevencién del Riesgo biolégico en el laboratorio: Trabajo con virus) y contiene informacién especifica y relativa al

trabajo con hongos en el laboratorio.

Introduccidén

Los hongos fueron reconocidos como agentes causantes de enfermedad antes que las bacterias, debido a su mayor tamafio. Sin
embargo, de todas las especies de hongos existentes, cuyo nimero se estima que oscila de 50.000 a 200.000, sélo se conocen
alrededor de 100 capaces de causar enfermedades infecciosas (micosis) en el hombre.

Segun el tipo de tejidos en que se localiza la infeccion las micosis se dividen en cuatro grupos:
. Micosis generalizadas o profundas: afectan fundamentalmente los 6rganos internos y las visceras.
. Micosis subcutaneas: afectan la piel, tejido subcutaneo, fascias y huesos.
. Micosis cutaneas: afectan la epidermis, cabellos y uias.
. Micosis superficiales: afectan sélo los cabellos y las capas mas superficiales de las epidermis

Los hongos crecen en todos los climas de la Tierra, viven en medios acuaticos o en ambientes himedos, pero también en ambientes
relativamente secos. La Unica condicion para el crecimiento de los hongos en la naturaleza es, pues, la presencia previa o simultanea
de otros organismos. Los hongos pueden encontrarse practicamente en todas partes, incluso en lugares en los que no se aprecian
rastros de materiales nutritivos.

El Real Decreto 664/1997, sobre los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, establece para el trabajo con
microorganismos, asi como para aquellas actividades que implican la manipulacion de animales vertebrados infectados de forma
natural o deliberadamente, cuatro niveles de contencién o de bioseguridad. Estos niveles de seguridad son equivalentes a los
recomendados por organismos como el Center for Disease Control (CDC), Atlanta, USA, y se tratan ampliamente en la NTP 468
(Trabajo con animales de experimentacion), por lo que en esta NTP Unicamente se enumera el nivel de contencién que corresponde a
cada agente fungico.

Al trabajar con estos microorganismos se aplicaran también las medidas generales de seguridad concernientes al trabajo seguro y las



buenas practicas frente al riesgo bioldgico (y también obviamente frente a otros riesgos caracteristicos del laboratorio), utilizando
protecciones personales como guantes, mascarillas, protectores oculares y faciales y batas y ropa de trabajo en general, para prevenir
la exposicion. A este respecto, ver las NTP 376 y 432. Especial mencion debe hacerse de las recomendaciones destinadas a evitar
heridas y punciones (las agujas contaminadas no deben reencapsularse nunca y, una vez utilizadas, deben colocarse en un
contenedor de residuos resistente a la perforacién) y la formacién de bioaerosoles.

Caracteristicas de los hongos

Las caracteristicas que se describen en este apartado corresponden basicamente a la reproduccion asexual y sexual de los hongos. El
interés de tratar este aspecto desde el punto de vista de la prevencion del riesgo bioldgico en el laboratorio se debe a que muchas
veces la infeccidn ocurre por la inhalacion o inoculacién accidental de una de las formas reproductoras.

Los hongos se caracterizan por ser células eucariotas y heterétrofas (necesitan compuestos organicos como nutrientes) y pueden ser
unicelulares o multicelulares.

Las levaduras son hongos unicelulares, de 2 a 4 um, aproximadamente, que se reproducen por gemacién. Los mohos son hongos
pluricelulares y estan formados por estructuras tubulares llamadas hifas. La ramificacion y extension de las hifas por la zona preapical
forma una masa entrelazada, como algodonosa, de hifas secundarias y terciarias, que se conoce con el nombre de micelio. Existe un
micelio vegetativo adosado a la superficie del substrato (suelo, plantas, alimentos) y un micelio aéreo o reproductor, donde se forman
las esporas (mecanismo de reproduccion).

La reproduccion de los hongos puede ser asexual, sexual o parasexual, si bien en muchos casos se comparten varios mecanismos.

La reproduccion asexual es el crecimiento a partir de un micelio pseudomicelio primitivo, sin conjugacién nuclear ni reduccion
cromatica. Se denomina estado imperfecto, mientras que los que poseen esporulaciéon sexual se llaman hongos perfectos. La
reproduccion asexual puede ser de tres tipos: gemacion, esporulacion y fragmentacion:

. Gemacion: consiste en la formacion de una yema en un punto de la célula madre; a medida que la nueva célula hija aumenta
de tamano, se separa de la madre y da lugar posteriormente a nuevas hijas por el mismo mecanismo.

. Esporulacion-germinacion: En ella se forman esporas que luego germinaran en un medio adecuado. Si se desarrollan
directamente de la célula vegetativa, se llaman talosporas; en otros casos se desarrollan en estructuras especializadas que
reciben diversos nombres, como: conidias, artrosporas, blastosporas, clamidosporas y esporangiosporas.

. Fragmentacion: Las hifas pueden fragmentarse, y cada fragmento, tras crecimiento y regeneracion, da una nueva colonia.
Este mecanismo se usa en los subcultivos de laboratorio.

La reproduccion sexual es la produccion de esporas por fusion de dos nucleos haploides sexualmente distintos. No es frecuente en los
hongos patdégenos humanos, por lo que se denominaron hongos imperfectos. Hoy dia, se van conociendo algunas formas sexuadas de
aqueéllos, lo que ha dado lugar a una reestructuracion taxonémica. Por esto, muchos hongos patégenos poseen dos nombres, uno el
nombre imperfecto que fue el primero descrito y otro el nombre perfecto. Asi, Cryptococcus neoformans es el estado asexual de
Filobasidiella neoformans. En esta Nota Técnica cuando alguno de los hongos descritos tenga estado perfecto el nombre de dicha
forma aparecera entre paréntesis al lado del nombre imperfecto. Los principales tipos de esporas sexuales son: Ascosporas,
Zigosporas, y Oosporas.

La reproduccion parasexual es un mecanismo raro, en el que las hifas se unen sin fusién nuclear posterior y da lugar a un heterocarién
de nucleos haploides. En algunas ocasiones pueden conjugarse los nucleos y aparece un nucleo diploideheterozigodtico. El hecho
comprobado por primera vez en Aspergillus nidulans demuestra que la recombinacion genética puede existir sin utilizar las células
sexuales.

Agentes fungicos

A continuacion se describen los agentes fungicos mas representativos, causantes de micosis entre el personal de laboratorio que
manipula muestras contaminadas con dichos agentes.

Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis)

Las infecciones producidas por este hongo se manifiestan como una micosis granulomatosa, afectando principalmente los pulmones
(forma aguda o crénica) o la piel. La infeccion pulmonar suele ocurrir después de una inhalacién de conidios; generalmente se
desarrolla una neumonia aunque se puede desarrollar también una blastomicosis pulmonar, que si no es tratada puede llevar a la
muerte. Las lesiones cutaneas suelen estar producidas por inoculacion accidental de un tejido infectado o de un cultivo conteniendo el
hongo B. dermatitidis en fase levaduriforme; los granulomas aparecen normalmente en la cara y en la parte distal de los miembros. No
se transmite directamente de una persona a otra, ni de un animal a un humano.

Principales focos de infeccion

La forma levadura puede estar presente en los tejidos de animales infectados y en las muestras clinicas; la forma miceliar puede estar
presente en los cultivos.

Peligros en el laboratorio



La inoculacién parenteral (subcutanea) accidental de tejidos de animales infectados o de cultivos conteniendo la forma levadura puede
causar granuloma local. Existe peligro de infeccion pulmonar por la exposicidn a aerosoles formados por conidios infecciosos
procedentes de la forma miceliar.

Precauciones recomendadas
Nivel de contencién 3 para la manipulacion de cultivos, muestras clinicas, tejidos de animales y animales infectados.
Coccidiodes immitis

El Coccidiodes immitis produce una micosis generalizada que empieza por una infeccion respiratoria, con una primo infeccion
asintomatica o de tipo gripal; afecciéon granulomatosa evolutiva a menudo fatal acompafiada de lesiones pulmonares y de abscesos en
todo el cuerpo.

Principales focos de infeccion

Las artrosporas infecciosas estan presentes en los cultivos miceliares y en las muestras de tierra. Las esférulas, que son cuerpos
esféricos de gruesas paredes que contienen en su interior endoesporas, se encuentran presentes en las muestras clinicas (esputos o
lesiones dérmicas) y en los tejidos animales infectados.

Peligros en el laboratorio

El peligro de infeccion en el laboratorio esta muy documentado, ya que la contaminacion accidental en el laboratorio es frecuente;
ocupa el décimo lugar en la lista de las infecciones mas frecuentemente adquiridas en el laboratorio.

Les esférulas parasitas no son generalmente infecciosas, ya que su gran tamafo, disminuye su transmisibilidad por via aérea, pero la
inoculacion accidental de pus o de otras substancias infectadas puede entrafiar la formacién de granulomas.

La inhalacién de artrosporas contenidas en muestras de tierras y cultivos, es la causa principal de las enfermedades que se pueden dar
en el trabajo en el laboratorio, las artrosporas se pueden encontrar en muestras de tierras, en cultivos miceliares o en la transformacion
de las esférulas procedentes de material de origen clinico.

Precauciones recomendadas

Nivel de contencion 3 para la manipulacion de cultivos de C. immitis y en la manipulacion de tierra o de cualquier otro material
susceptible de contener artrosporas infecciosas. Deben utilizarse los métodos y las precauciones adecuadas para disminuir en lo
posible la formacién de aerosoles infecciosos.

Cryptococcus neoformans (Filobasidiella neoformans)

A pesar de la ubicuidad y frecuente exposicion a este microorganismo, son rara las infecciones, por lo que se sospecha que la
resistencia del organismo humano es muy elevada. Hay una mayor incidencia de esta afeccion (criptococosis) entre los individuos
inmunodeprimidos por estar recibiendo tratamiento que disminuyen sus defensas o en los que padecen enfermedades que favorecen
las micosis.

Las manifestaciones clinicas de la infeccién por Cryptococcus neoformans son: infeccidon pulmonar, meningitis, osteomielitis, fungemia,
infeccion diseminada, endocarditis, infeccion de la piel, queratitis micotica, celulitis orbital, infeccién endoftalmica.

Principales focos de infeccién

Estas levaduras se encuentran en el suelo en forma no capsulada y son tan pequefias que tras su inhalacién consiguen llegar hasta los
alvéolos pulmonares. También pueden encontrarse en otros materiales ambientales contaminados con excrementos secos de paloma
y en tejidos y muestras clinicas (sangre, liquido céfaloraquideo) contaminados.

Peligros en el laboratorio

No se conocen casos de infeccion respiratoria ligada al laboratorio; si existe un caso de corte con una hoja de bisturi contaminada por
células de levaduras encapsuladas.

Presentan también un peligro la inoculacién parenteral accidental de cultivos o de otro material infeccioso, la mordedura de ratén
infectado para la experimentacion y la manipulacion de material ambiental infeccioso (excrementos de palomas).

Precauciones recomendadas

Nivel de contencion 2 para la manipulacion de material infeccioso o susceptible de serlo. Todos los trabajos con tierras u otros
materiales ambientales susceptibles de contener células de levadura infecciosas deben efectuarse en cabinas de seguridad bioldgica.

Histoplasma capsulatum (Ajellomyces capsulatus)



Su patogenicidad se manifiesta con una micosis generalizada cuya gravedad es variable. La primo infeccion afecta a los pulmones; se
presenta bajo cinco formas clinicas: asintomatica, respiratoria aguda benigna, diseminada aguda, diseminada croénica y pulmonar
cronica. Algunas de estas formas pueden ser fatales.

Principales focos de infeccion

La forma infecciosa (conidio) presente en los cultivos miceliares en esporulacion y en la tierra de zonas endémicas; presente bajo la
forma de levadura en los fluidos o los tejidos de animales infectados (su inoculacién parenteral puede provocar una infeccion local).

Peligros en el laboratorio

Los peligros primarios en laboratorio pueden ocurrir por la inhalacién de conidios infecciosos. Su pequefio tamafo (< 5 um de diametro)
favorece la dispersion aérea y la retencion intrapulmonar.

Existen referencias de infecciones adquiridas en los laboratorios de diagnoéstico y de investigacion, tales como: infeccion pulmonar
producida por inhalacion de conidios infecciosos, infeccion local por el pinchazo producido durante una autopsia e inoculaciéon
accidental con una aguja contaminada con un cultivo viable.

Precauciones recomendadas

Nivel de contencién 3 para la manipulacién de cultivos micelianos, de muestras de tierras o de cualquier material que contenga o sea
sospechoso de contener conidios infecciosos.

Sporothrix schenckii

S. schenckii causa una micosis que afecta generalmente a la piel, comenzando por un nédulo y localizandose en un miembro; los
ganglios linfaticos que drenan la regién afectada se vuelven duros y forman una serie de nédulos que pueden ulcerarse. Artritis,
neumonia y otras infecciones viscerales son raras. La mortalidad también es rara.

Principales focos de infeccion
Muestras clinicas liquidas procedentes de la aspiracion de lesiones, pus, exudados; muestras ambientales de suelo, vegetales.
Peligros en el laboratorio

La infeccion local de piel u ojos se puede producir por una salpicadura, rasgufio o pinchazo con material infectado. También se puede
producir por la mordedura de un animal de experimentacion infectado; las infecciones locales igualmente pueden estar producidas por
la manipulacion de cultivos o autopsias de animales.

Precauciones recomendadas
Nivel de contencion 2 para todos los trabajos de laboratorio que impliquen la manipulacion tanto de material como animales infectados.
Especies patogénicas de los géneros Epidermophyton floccosum, Microsporum spp. y Trichophyton spp.

Producen micosis cutaneas o tifias en las regiones queratinizadas del cuerpo (piel, cabellos y ufias); la gravedad varia segun el género
y la especie del dermatofito. Generalmente se produce una descamacion y hasta una pérdida de cabello, observandose a veces
eritema, induracion, crostas y supuracion; las lesiones son a menudo circulares o anulares en razén de la cicatrizacion central.

Principales focos de infeccién
Piel, pelos y ufias de huéspedes humanos y animales.
Peligros en el laboratorio

Figura en la sexta posicion de la lista de las infecciones mas frecuentes adquiridas en el laboratorio; la mayor parte de los casos estan
relacionados con T. menta grophytes. La mayor parte de las infecciones se han adquirido en el contacto con los animales de
laboratorio infectados de forma natural o bien por fines de investigacion. La infeccion raras veces se adquiere en el manejo de cultivos
y material clinico.

Precauciones recomendadas
Nivel de contencién 2 para todos los trabajos y experimentos con animales portadores de estos dermatofitos.
Mohos diversos

En este apartado se incluyen una serie de hongos que producen un tipo de infecciones mas o menos graves. Estos agentes son:
Cladosporium trichoides, Cladosporium bantianum, Penicillum marneffei, Exophiala der atitis, Fonsecaea pedrosoi y Dactylaria
gallopavum (Ochroconis gallopavum) .



Producen un tipo de micosis crénica denominada cromoblastomicosis que se adquiere por la inoculacion accidental de esporas,
usualmente en las extremidades. La infeccién se caracteriza por el desarrollo de una papula en el sitio de la inoculacién que se
extiende formando lesiones semejantes a verrugas o tumores. También se conoce la infeccién por inhalacién de las esporas.

Principales focos de infeccion
Muestras medioambientales.
Peligros en el laboratorio

La inhalacion de conidios procedentes de cultivos de mohos esporulados y la inoculacion accidental debido a un pinchazo por
inyeccion en la experimentacién animal son, en teoria, los riesgos para el personal que trabaja en el laboratorio.

Precauciones recomendadas

Nivel de contencién 2 en la manipulacién de cultivos que contengan estos agentes y en su reproduccion.

Consideraciones sobre seguridad en el laboratorio

Aunque el manejo de cultivos de hongos en el laboratorio implica ciertos riesgos, si se aplican las recomendaciones de bioseguridad
comentadas en el apartado Introduccién de esta Nota Técnica, asi como el nivel de contencién adecuado segun el R.D. 664/1997 y se
observan con cuidado las técnicas adecuadas, cabe esperar muy pocos problemas relacionados tanto con la contaminacion del
laboratorio como con la infeccion del personal.

Asi mismo para evitar contaminaciones del medio ambiente y del personal que maneja los residuos generados en el laboratorio, los
cultivos de hongos posiblemente patdgenos deben ser sellados con cinta adhesiva y esterilizados en el autoclave o eliminarlos
directamente como residuos grupo Il en un recipiente adecuado para este tipo de residuos.
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