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CAPITULO 1

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE MICOLOGIA

La bioseguridad laboral es un area de especial interés para el personal que trabaja en un labora-
torio de Micologia.

En la naturaleza la mayoria de los hongos filamentosos, llamados contaminantes comunes, de-
sarrollan estructuras que se dispersan en el aire (conidios, cuerpos fructiferos aéreos o artroconidias)
y pueden permanecer en el ambiente durante periodos prolongados de tiempo, resistiendo a la dese-
cacion. La posibilidad de contraer una infeccion fingica es por lo tanto un riesgo ocupacional impor-
tante, siendo las vias de transmisién mas comunes para dicha infeccién: la respiratoria y el contacto
directo con la piel y mucosas. Uno de los problemas més frecuentes en los laboratorios de micologia
es la contaminacion de cultivos y materiales por dichos hongos, por lo que la limpieza constante y
adecuada de todas las areas de laboratorio debe extremarse y realizarse, por lo menos, cada semana. Al
mismo tiempo, son importantes las siguientes medidas que deben ser cumplidas estrictamente en el
laboratorio:

* No comer ni beber

¢ No fumar

¢ No tener plantas naturales

e Llevar ropa de trabajo limpia

e Evitar corriente de aire

* No permitir la entrada a visitas o personas extrafias al laboratorio.

PRECAUCIONES QUE DEBE TENER EL PERSONAL DE LABORATORIO
¢ Mientras se trabaja con material potencialmente infeccioso, se debera usar bata o uniformes
de laboratorio.
e Se deberan usar guantes para evitar el contacto directo de la piel con sangre, especimenes que
contengan sangre, objetos manchados de sangre, liquidos corporales, excreciones, secreciones,
asi como superficies, materiales y objetos expuestos.
e Lavarse las manos con los guantes puestos con hipoclorito de sodio al 5% diluido en agua
1:10, cada media hora.
¢ No se deberd comer o fumar en las 4reas de trabajo.
e Lavarse las manos después de quitarse la ropa protectora y antes de salir del laboratorio. Se
dejara la bata en el sitio de trabajo y solo se sacard para lavarla.
e Después de cualquier derrame de material potencialmente infeccioso es preciso limpiar la
superficie de trabajo de los laboratorios con hipoclorito de sodio al 0,5%
¢ No abrir la centrifuga hasta que haya parado totalmente.
e Limpie la centrifuga con hipoclorito cada vez que se use.
¢ No emplear la boca para succionar liquido con cualquier clase de pipeta.
e Usar pipetas automaticas y jeringas con tubo de hule para las pipetas de vidrio.
e Tener un recipiente con hipoclorito para desecho, en el que se vertera el material utilizado.

MANEJO DE MUESTRAS DE ALTO RIESGO

Se consideran muestras de alto riesgo aquellas que proceden de pacientes con diagndstico com-
probado de hepatitis viral tipo B o de otras enfermedades infectocontagiosas, como tuberculosis. Sin
embargo, actualmente las muestras que més cuidados necesitan son las muestras de pacientes con
SIDA, de las cuales se mencionan a continuacion las principales medidas recomendadas por la OMS
y el Center Diseases Control (CDC) para la prevencion de infecciones accidentales en el personal de
laboratorio:
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e Lavarse las manos antes y después del contacto con los pacientes

¢ No reutilizar las jeringas y agujas después de sangrar o puncionar a los pacientes

e Desechar jeringas, agujas, recipientes, frascos, gasas y todos los utensilios empleados en la
toma y manejo de muestras, envolviéndolos en papel resistente y cerrado perfectamente el pa-
quete con cinta adhesiva antes de esterilizarlo o incinerarlo

¢ Uso de guantes desechables, barbijos y bata cerrada

¢ Uso de lentes o mascarillas si hay riesgo de salpicaduras o contacto con algtin aerosol de los
pacientes

¢ Pipeteo mecanico de los fluidos patoldgicos

¢ Desinfectar el lugar de trabajo donde se procesan las muestra con hipoclorito de sodio al
0,5%, formol 20% o con fenol al 5%, antes y después de usarlo

e Manejar las muestras y el material empleado con movimientos lentos y seguros para evitar
tirarlos y ocasionar punciones accidentales o cortaduras. En caso de producirse heridas, éstas de-
beran lavarse enérgicamente con agua y jabdn antiséptico y vigilar el accidentado con reacciones
serologicas periodicas. Hay que tomar en cuenta que el riesgo de infeccion en la personas que
sufren una inoculacion accidental es muy bajo, inferior al 1%.

¢ Muchos autores no recomiendan etiquetar en forma especial las muestras de pacientes con
SIDA, en vista de que todas la muestras patoldgicas deben ser manejadas con extremo cuida-
do, sin embargo, la falta de esta etiqueta podria causar una falsa confianza en el manejo de las

muestras.

10



CAPITULO 2

GENERALIDADES DE LOS HONGOS

CARACTERISTICAS

Los hongos son organismos muy abundantes y ubicuos en la naturaleza; constituyen uno de los
cinco reinos de los seres vivos, el reino Fungi, el cual esta constituido por unas 150.000 a 200.000 espe-
cies diferentes. Tienen una gran diversidad de formas, tamafos y pueden vivir en sustratos y condicio-
nes ambientales mas variados; aprovechan elementos nutritivos muy simples y forman parte elemental
de la vida del hombre y de otros organismos.
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Figura N°1. Division de los organismos en cinco reinos, de acuerdo al nivel de organizaciéon (Modificado por

Wittaker, R. H. “New concepts of King of Organisms”, Science, 163: 150-159, 1969)

Son organismos heterdtrofos y se alimentan por absorcion, estdn formados por células eucario-
ticas y pueden ser uni o multinucleados; el conjunto de las hifas, el cual forma el micelio, puede ser
homo o heterotalico, dicaridtico y rara vez diploide. La pared celular esta constituida por polisacaridos
del tipo de quitina, también se encuentran mananos, glucanos y celulosa. El principal componente lipi-
dico de la pared celular es el ergosterol. Los hongos sintetizan lisina por via del acido L-aminolipidico.
Son aerobios y la reproduccion la efecttian, ya sea por un mecanismo sexual (teleomorfismo), o por
uno asexual (anamorfismo).

Los hongos unicelulares estan representados por las levaduras, y los multicelulares por los hon-
gos filamentosos.

TAXONOMIA

Una de las clasificaciones mds aceptadas es la que divide al reino Fungi en dos divisiones:
Mixomycota y Eumycota. Los Mixomycota son hongos inferiores de pared delgada y de tipo gelatinoso
o limoso; estin muy ornamentados y crecen en sustratos humedos. Los Eumycota, considerados como

A
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hongos superiores, pueden tener reproduccién sexual o asexual, y estan constituidos por cinco subdi-
visiones: Mastigomycotina, Zigomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina. A ésta tltima subdivision
se le conoce también como Fungi Imperfecti por no encontrarse atiin en esto hongos formas de repro-
duccion sexual. Los estudios recientes de filogenia, ontogenia conidial y de los componentes quimicos
de los hongos han motivado algunas reclasificaciones taxonémicas, asimismo, muchos de los géneros
y especies de hongos imperfectos en los que se descubre una reproduccion sexual adquieren una doble
nomenclatura taxonémica, ya que también se ubican, de acuerdo al tipo de esporas sexuales, en alguna
de las cuatro divisiones de hongos perfectos. La mayoria de los hongos patogenos para el hombre estan
comprendidos en la division Deuteromycotina.

MORFOLOGIA

La célula fungica puede ser uni o multinucleada, contiene una membrana y una pared celular
formada por varias capas. En el citoplasma se encuentran varias organelas, como mitocondprias, riboso-
mas, lisosomas, reticuloendoplasmico, microfibrillas, etc. La mayoria de los hongos son microscépicos
y la unidad anatodmica fundamental es la hifa, que en los hongos unicelulares esta representada por la
levadura, de forma redonda u oval. En cambio cuando son multicelulares, los hongos adoptan general-
mente la forma filamentosa; los filamentos o hifas pueden ser aseptadas o cenociticos, como sucede en
Mastigomycotina y Zygomycotina; o bien septados como sucede en las otras divisiones. Figura 2.

Reticulo Sepio Reticulo
endoplasmico Ribosoma endoplasmico Mitocondria
) Ntcleo Poro septal
Vesiculas / Nucleo
R
I VH Pared Cuerpo
" ‘7 NS Sepio lipidico
Mi(_:elio D .o :bp Vacuola
Tabicado S
orpusculo de Aparato
Vacuolas Woronin o depG0|gi
Mitocondria Pared Cicatriz
A t Cuerpo gemante
arato ipidi
depGoIgi Nucleolo lipidico

Tabique completo

Micelio Cenocitico

Hifa muerta

Figura N°2. Ultraestructura de la célula fungica.
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Formacion de blastoconidios

Hifas tabicadas con
Hifas cenaciticas Hifas tabicadas conecciones embutidas

Figura N°3. Morfologia de la célula fungica. A, células tipo levadura reproduciéndose mediante formacion de
blastoconidios. B, células tipo levadura dividiéndose por fision. C, formacion de seudohifas. D, hifas cenociti-
cas. E, hifas tabicadas. F, hifas tabicadas con conexiones en abrazadera

Las hifas generalmente miden 3 a 8 micras de didmetro; el crecimiento es apical y tienden a
ramificarse para formar el micelio, el cual puede ser observable a simple vista como un moho.

Segtin su funcidn, el micelio se divide en vegetativo y reproductor. El primero esta inmerso en el
sustrato y se encarga de la absorcion de los nutrientes; el segundo llamado micelio aéreo, se encuentra
libre y en él se desarrollan las estructuras de reproduccién, esporas o conidios, las cuales tienen la fun-
cion de multiplicacion y dispersion de los hongos en la naturaleza.

REPRODUCCION

Las estructuras de reproducciéon o propagulos pueden ser de tipo sexual denominandoseles es-
poras; en tanto que a las de tipo asexual se les denomina conidios, a excepcion de las esporas asexuales
que se producen en los esporangios de los Zygomycotina. En los mastigomycotina, se observa el tipo de
esporas sexuales llamadas oosporas; en los Zygomycotina, zygosporas; en los Ascomycotina, ascosporas
y en los Basidiomycotina, basidiosporas.

Las ascosporas estan contenidas en estructuras cerradas llamadas ascas, y estas emergen en mu-
chas ocasiones de un estroma que forma el cuerpo de fructificacion, llamado ascocarpo, el cual, depen-
diendo de su forma, puede ser apotecio, peritecio, cleistotecio, o gimnotecio.

Las basidiosporas emergen de los esterigmas que estian sobre los basidios y estos generalmente
también estdn contenidos en un cuerpo fructifero llamado basidiocarpo. A pesar de que en estas
divisiones de hongos perfectos se logra una reproduccion sexual es muy comun que también se re-
produzcan asexualmente. En los Deuteromycotina en cambio solo se observa el tipo de reproduccion
asexual. Los conidios, segin su forma o bien el tipo de célula conidiogénica de donde proceden, son
denominados artroconidios, dictioconidios, blastoconidios, clamidoconidios, fialoconidios, poroconi-
dios, aneloconidios, etc.

REPRODUCCION ASEXUAL

Este tipo de reproduccion es mas importante para la propagacion de la especie ya que origina la
produccién de numerosos individuos, particularmente porque el ciclo asexual se repite varias veces al
afo; en tanto el sexual, en muchos hongos se presenta una sola vez.

Los modos de reproduccién asexual que se encuentran comtinmente son:

A
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1- Fragmentacidon somatica y crecimiento de un nuevo individuo a partir de cada fragmento:
las hifas se rompen en sus células componentes que toman al nombre de oideos (oidion: pequeio huevo)
o artrosporas (arthron: articulacion + sporos: espora). Si la célula antes de separarse se rodea de una pared
gruesa se llama clamidospora (chlamys: manto + sporos: espora). La fragmentacion puede ocurrir por rotu-
ra del micelio debido a fuerzas externas, por ejemplo, en el laboratorio cuando transferimos un trozo de
micelio a un nuevo medio de cultivo empleamos la fragmentacion miceliana para originar una nueva
colonia.

nidio

2- Fision de células somaticas en células hijas: la fision es la simple particién de una célula en
dos células hijas por estrangulamiento y formacion de una pared celular. Es caracteristica de las bacte-
rias y de algunas levaduras.

3- Formacién de células somaticas o esporas y produccion de un nuevo individdo a partir de
cada yema: la gemacion es la produccion de un pequefio crecimiento a partir de la célula madre. El
nucleo se divide y uno de los ntcleos hijos migra a la yema, la que va aumentando de tamafio y luego
se desprende para formar un nuevo individtio. A veces se producen cadenas de yemas que forman un
corto micelio. La gemacion tiene lugar en la mayoria de las levaduras y en otros hongos en ciertos esta-
dios de su ciclo de vida o en ciertas condiciones de crecimiento.

4- Produccion de conidios: cada uno de los cuales forman un tubo germinal que iniciara un
nuevo micelio y cumple la funcion de diseminacion de la especie porque se produce varias veces al afio.
Son menos resistentes que las clamidosporas a los cambios adversos (temperatura, humedad, pH, etc).
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COMPORTAMIENTO FISIOLOGICO Y NUTRICIONAL

Aun cuando los hongos pueden subsistir en rangos de pH muy amplios, la mayoria viven en
medios ligeramente 4cidos entre 6,0 y 6,5, la temperatura mas adecuada para su desarrollo es de 20
a 25°C, sin embargo algunos se conservan viables a temperaturas de congelacién, otros resisten hasta
55°C. La mayor parte de los hongos necesitan oxigeno para vivir aunque algunos se desarrollan en ten-
siones altas de CO2. La humedad relativa alta también es importante par su desarrollo y fructificacion;
sin embargo, algunos conidios se conservan viables a la desecacion. La humedad relativa de 60 a 80%
favorece el desarrollo de la mayoria de los hongos filamentosos.

Los hongos no tienen grandes exigencias nutricionales: aprovechan bien la mayoria de los azu-
cares y almidones, asi los aminodcidos mas comunes y algunos compuestos lipidicos. Las vitaminas y
minerales pueden ser aprovechados por algunas especies particulares de hongos, sin embargo son muy
pocos los que tienen requerimientos estrictos de nutricion y vitaminas.

Muchos hongos cambian su morfologia y su comportamiento fisioldgico cuando varian los fac-
tores nutricionales. Dentro de estos cambios se encuentran los fenémenos de pleomorfismo, dimorfis-
mo, complicacion morfologica y reduccién morfoldgica parasitaria.

CLASIFICACION CLINICA DE LAS MICOSIS
Una de las clasificaciones clinicas mas conocidas y aceptadas es la que divide a las micosis en
superficiales, subcutdneas, sistémicas y oportunistas.

Cuadro Ne1. Clasificacién clinica de las micosis

* Micosis superficiales  Pitiriasis versicolor,
Floliculitis
Dermatitis seborreica
Tina negra (Exofialosis)

Piedras

e Micosis cutaneas Dermatofitosis
Dermatomicosis

* Micosis subcutaneas Esporotricosis, Feohifomicosis,
Cromomicosis, Rinosporidiosis,
Eumicetomas, Conidiobolomicosis
Lobomicosis, Basidiobolomicosis

e Micosis sistémicas  Paracoccidioidomicosis, Histoplasmosis,
Coccidioidomicosis, Blastomicosis

* Micosis oportunistas Candidosis, Geotricosis, Criptococosis,
Fusariosis, Mucormicosis, Scedosporiosis
Escopulariopsis, Peniciliosis,
Aspergilosis, Rodotorulosis

Seudomicosis Eritrasma, Queratolisis plantar,
Tricomicosis, Dermatofitosis,
Prototecosis, Actinomicosis,
Nocardiosis, Actinomicetoma.

En esta clasificacion predomina un criterio topogrifico, sin embargo, las micosis oportunistas aqui
incluidas pueden localizarse en cualquiera de las regiones corporales.

Los hongos que producen las micosis superficiales tienen capacidad tinicamente para afectar
algunas capas de la epidermis, pelos, y anexos, muchos de estos hongos son antropofilicos, algunos
zoofilicos y unos cuantos geofilicos.

15



MEDVEDEFF, MARTHA G.; CHADE, MIRIAM E.; MERELES, BEDA E.; VEDOYA MARIA C.

Las micosis subcutdneas afectan a la piel como puerta de entrada, extendiéndose al tejido celular
subcutaneo y con capacidad para invadir otros tejidos profundos, como el muscular y el 6seo. Tienden
a afectar a los tejidos de las regiones corporales donde penetran sin que se observen comtinmente dise-
minaciones de tipo hematégeno o linfatico.

Las micosis sistémicas se localizan principalmente a nivel pulmonar y posteriormente tienden a
diseminarse por via hematdgena a diferentes sistemas, drganos y tejidos del cuerpo, éstas suelen ser las
micosis mds graves. Tanto los hongos que producen las micosis subcutaneas como las que producen las
sistémicas viven libres en la naturaleza.

Las primeras se adquieren por penetracion a través de heridas en la piel y las segundas por inha-
lacion; ninguna de las dos son contagiosas. Existen otros padecimientos causados por algunas bacterias
del grupo Actinomycetales y diversos Corynebacterium, asi como también ciertas algas aclorodfilas que se
estudian en micologia médica y se denominan falsas micosis o seudomicosis.

Muchos de estos organismos fueron erréneamente clasificados como hongos y a pesar de que su
ubicacion taxondmica esta bien definida dentro de los Eubacteriales, por tradicion siguen ocupando
un lugar dentro de los contenidos de la micologia médica. Tal es el caso de los micetomas actinomico-
ticos, la actinomicosis, la nocardiosis, el eritrasma, la tricomicosis y la prototecosis, esta ultima causada
por algas del género Prototheca.

MECANISMOS DE INFECCION

Practicamente todos los mecanismos de infeccion descritos en otras enfermedades estin pre-
sentes en las micosis. El contacto directo es el mecanismo de infeccién mas comutn en las micosis
superficiales y se establece través del contacto de la piel o de las mucosas con las personas o animales
enfermos, o con el suelo u objetos que contienen los hongos patdgenos. La penetracion de los hongos
a través de heridas en la piel constituye el principal mecanismo de infeccion de las micosis subcuta-
neas, y la inhalacion de los hongos lo es para las micosis sistémicas. No obstante pueden existir otros
mecanismos de infeccién menos comunes, como la ingestion, la implantacion en cavidades o la inocu-
lacion directa, generalmente accidental, de los hongos. Las micosis oportunistas tienen mecanismos de
infeccion mas diversos, ya que una vez localizado el hongo oportunista en cualquier parte del cuerpo
humano, es indispensable que el paciente tenga uno o varios de los factores de oportunismo que me-
dian este grupo de micosis para que se desarrolle la enfermedad.

Cuadro N°2. Principales mecanismos de infeccion en las micosis.

¢ 1. Contacto directo Hombre a hombre
Ej. Trichophyton tonsurans
Micosis superficiales
Animales a hombre
Ej. Microsporum canis

Suelo a hombre
Ej. Microsporum gypseum

¢ II. Penetracién a través de

heridas en la piel Ej. Fonsecae pedrosoi
Micosis subcutdneas Sporothrix schenckii
e III. Inhalacién Ej. Paracoccidioides brasiliensis
Histoplasma capsulatum
Micosis sistémicas Coccidioides inmitis
P
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 IV. Penetracion a través de Ej. Candida, Aspergillus,
venoclisis, inyecciones, Mucor, Rhizopus
implantaciones directas

Micosis oportunistas

* V. Autoinfeccion Ej. Trichophyton rubrum
Malassezia furfur
Diversas micosis Actinomyces israelii

FRECUENCIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Las micosis superficiales y oportunistas son universales y de alta frecuencia; los hongos que la
producen estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza. En cambio, las micosis subcutaneas vy sisté-
micas son en general menos frecuentes; tienen una distribucion geografica limitada a regiones donde
habitan en forma libre los hongos causantes, los cuales viven bajo ciertas condiciones bioldgicas, sobre
diversos sustratos, como tierra, vegetales, detritus organico, guano de murciélagos, etc. Estas micosis
predominan en zonas tropicales o subtropicales y son de mayor gravedad que las micosis superficiales.

EDAD, SEXO, OCUPACION

A excepcion de algunas micosis que predominan en ciertos grupos de edad, como la tifia capitis
y la basidiobolomicosis en los nifios, o la tifia inguinal y la cromomicosis en los adultos, la mayoria de
las micosis tienen una distribucién mas o menos uniforme en todos los grupos de edad. No obstante,
las micosis sistémicas y subcutineas tienen una predominancia mayor en el adulto, muy probablemente
por razones ocupacionales.

En cuanto al sexo se observa una preferencia de las micosis hacia el sexo masculino, acentuan-
dose mas en las micosis subcutdneas y sistémicas, donde la proporcion de hombres con respecto a las
mujeres es aproximadamente 4:1 En paracoccidioidomicosis esta proporcion se eleva 10:1 es muy pro-
bable que el predominio en el hombre esté dado tanto por factores ocupacionales como hormonales.
La excepcion de este fendmeno es la tifia negra (exofialosis superficial), donde la frecuencia es mayor
en la mujer en una proporcién 3:1.

Muchas de las micosis son consideradas de tipo ocupacional, como la histoplasmosis en los
mineros, los micetomas, y la cromomicosis en los campesinos, la esporotricosis en los alfareros y flori-
cultores y la candidosis ungueal e intertriginosa en las lavanderas y mondadoras de frutas.

Es importante considerar que en la produccion de las micosis entran en juego, ademas de las
condiciones de edad, sexo, ocupacién, los factores de patogenicidad y virulencia de los hongos, asi
como factores del huésped como los inmunoldgicos, genéticos, nutricionales, pH, humedad, macera-
cién de la piel, y flora bacteriana asociada.

El grado de participacion de estos factores determina que haya o no infeccion, asi como la be-
nignidad o gravedad de la micosis.

DIAGNOSTICO

La metodologia diagnostica en las micosis incluye los mismos criterios y procedimientos que se
emplean en otras enfermedades infecciosas. Es importante sefialar que en el diagndstico de una micosis
es indispensable la participacion de un equipo multidisciplinario de profesionales donde, por su parte,
el médico estudia la sintomatologia atribuible a la micosis y los antecedentes epidemiolégicos. Poste-
riormente la comprobaciéon diagnostica se efecttia en el laboratorio de micologia médica, en donde se
procede a realizar los estudios de aislamiento e identificacion de los hongos causales. Otros importan-
tes auxiliares en el diagnostico de las micosis son los procedimientos histopatoldgicos, inmunoldgicos
y diversos estudios de gabinete (cuadro 3), y recientemente los procedimientos de biologia y genética
molecular, como PCR, hibridizaciones de ADN, etc.
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Cuadro N°3. Procedimientos de diagnostico en las micosis

1. Epidemiologicos Edad, sexo, ocupacion,
Lugar de procedencia
Otros casos similares

| Mecanismos de infeccion

I1. Clinicos Aspecto de las lesiones
Tiempo de evolucion
Organos afectados
Signos y sintomas

| Factores de oportunismo

Toma de muestra
Examen micoscopico directo
De aislamiento e Frotis
Identificacion Cultivo
| Inoculacion en animales

Inmunofluorescencia
II1. Laboratorio —] Precipitacion en capilar
Inmunodifusion
Inmunologicos —— Contrainmunoelectroforesis
Aglutinacion de latex
R.F.C.Western blott
ELISA

Intradermorreaciones.

i Requerimientos nutricionales
Asimilaciones

Fisiologicos Fermentaciones

Hidrolisis

Reduccion de sales

Radiografia
Tomografia axial computada
IV. Gabinete Ecograma
| Luz de Wood

V. Histopatologicos

CONCEPTOS FUNDAMENTALES DE LA MICOLOGIA MEDICA

Existen ciertos criterios y conceptos cuyo conocimiento es de gran utilidad para el mejor manejo
y comprension del comportamiento biologico de los hongos patégenos, en funcion de las relaciones
huésped-parasito. Algunos de éstos se prestan a controversias, sin embargo, son de uso cotidiano en la|
micologia médica:

e Pluralidad etiolégica. Este concepto se refiere a un cuadro clinico que puede ser originado por
varios agentes etioldgicos, por ejemplo: el micetoma, las tifias y la cromomicosis.

e Polimorfismo lesional. Es la formacién de varios cuadros clinicos originados por un solo agente
etiologico, por ejemplo Nocardia asteroides (micetoma y nocardiosis), Aspergillus flavus (aspergilo
sis, alergias y micotoxicosis) y Alternaria alternata (feohifomicosis, alternariosis).

e Complicacén morfolégica. Se da cuando una misma especie de hongo se siembra en medios de|
cultivo v condiciones ambientales diferentes (temperatura, concentracion de CO2, pH, etc.)

A
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pudiendo desarrollar estructuras morfoldgicas diferentes. Por ejemplo: Pirenochaeta romeroi culti-

vado en extracto de malta, y en la oscuridad produce peritecios, y cultivado en Sabouraud simple

y a la luz solo produce micelio

¢ Pleomorfismo. Este término se emplea para designar la pérdida de estructuras morfolégicas

caracteristicas de un hongo cuando es subcultivado en repetidas ocasiones. Por ejemplo: Epider-

mophyton flocosum, dermatofito que al ser subcultivado con frecuencia sélo desarrolla micelio.

¢ Monomorfismo. Este término se utiliza para referirse a un hongo que no cambia su morfologia

cuando se encuentra, ya sea en vida libre, como comensal o como parasito. Por ejemplo: Cryp-

tococcus neoformans, que se presenta en forma de levadura con capsula en todas las condiciones
referidas.

¢ Reduccién morfolégica parasitaria. Los hongos pierden sus caracteristicas morfoldgicas; general-

mente pierden los conidios y conservan las hifas cuando pasan de su forma de vida libre en la

naturaleza a parasito. Por ejemplo: los dermatofitos, Aspergillus spp o agentes de mucormicosis.

¢ Dimorfismo. Es un proceso a través del cual los hongos cambian completamente su forma cuan-

do pasan de vida libre a parasitos en el huésped, en donde adquieren una morfologia totalmente

diferente. Por ejemplo: Paracoccidiodes brasiliensis, que de ser hongo filamentoso en vida libre, se
convierte en levadura como parasito, o Coccidioides inmitis, que como pardsito se reproduce por
formacion de esférulas con endosporas, en tanto que en vida libre es un hongo filamentoso.

e Oportunismo. Es un concepto convencional que se refiere a la capacidad que tienen algunos

hongos, habitualmente no patégenos, de producir infeccion en pacientes con inmunosupresion.

Por ejemplo: Candida, Rhodotorula, Aspergillus, y Rhizopus.

La mayoria de las especies patdgenas son dimorficas y tienen una distribucién geografica locali-
zada. Como ejemplo en nuestra region se destaca el Paracoccidioides brasiliensis, que tiene morfologia de
levadura en su forma parasitaria en el hombre y de filamento en su forma saprofita (tierra, cultivo). Los
hongos oportunistas no suelen presentar dimorfismo y son ubicuos con distribucion universal.

EL HUESPED O TERRENO DONDE ASIENTA LA INFECCION

En el caso del huésped, es muy importante su estado inmunitario y otros factores predisponen-
tes. En las micosis superficiales son importantes los factores ecologicos, epidemioldgicos y las altera-
ciones locales de la piel y las mucosas, como son las abrasiones y la maceracién previa, la suciedad,
la humedad, etc. Esta es la causa de que las micosis de piel y mucosas sean mucho mas frecuentes en
climas calidos, humedos (paises tropicales), y que afecten con preferencia a personas con un nivel
socioecondmico e higiénico bajo. Es necesario tener en cuenta estos aspectos porque el tratamiento
farmacolodgico es mucho mas eficaz si se acompana de unas medidas higiénicas adecuadas, como la
limpieza de la zona, manteniéndola bien seca y aireada. Al mismo tiempo hay que evitar la autocon-
taminacion, causa de muchos fracasos de la terapéutica de ciertas micosis, en especial las localizadas
simultineamente en pies e ingles.

Dentro de las infecciones fungicas, las micosis superficiales, cutaneas y subcutianeas constituyen
el mas grave de los problemas en términos sanitarios y sociales, habiéndose comparado con las caries
dentales y al resfriado comun en cuanto a incidencia y prevalencia.

Las micosis tegumentarias pueden tener una presentacion clinica caracteristica o similar a otras
enfermedades propias de la piel o manifestaciones cutaneomucosas de enfermedades sistémicas. La
opinion de algunos autores es que en muchas ocasiones el médico no diagnostica la micosis a causa
de una observacion o exploracion incompleta o insuficiente, muchas veces por la premura con que el
especialista debe ver al paciente.

A estos criterios pueden anadirse:

a) Considerar que a veces, enfermedades de la piel, por ejemplo, la psoriasis, pueden estar aso-

ciadas con una infecciéon por dermatofitos.

b) Recordar que el tratamiento con corticoides topico enmascara las micosis y oculta sintomas

sugestivos, como el prurito.

¢) En enfermos “comprometidos”, inmunodeprimidos, las lesiones de la piel pueden constituir

una localizacién cutinea o mucosa de una micosis sistémica septicémica, por ejemplo, aspergi-

losis o criptococosis.
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En relacién a la semiologia de las micosis, debe tenerse en cuenta que un mismo hongo puede
ocasionar manifestaciones clinicas muy diversas; por el contrario, un mismo tipo de lesiéon puede ser
debido a distintos hongos; sirva de ejemplo Aspergillus sp., capaz de originar micosis superficiales, infec-
ciones pulmonares no invasivas o invasivas, afecciones inmunoalérgicas, etc. Por otra parte, por ejem-
plo, “el pie de atleta” puede ser consecuencia de una infeccion por diferentes especies de dermatofitos
o de Candida. También debe recordarse que, contrariamente a las infecciones bacterianas, las micosis
suelen tener una evolucién mas lenta y ocasionar lesiones poco dolorosas, aunque muy pruriginosas,
cuando afectan la piel y las mucosas.

Entre las micosis cutineas, las de mayor importancia son las dermatofitosis o tifas, seguidas de
las infecciones por levaduras del género Candida y raramente por otros hongos, como Aspergillus sp,
Fusarium sp, Trichosporon sp, Mucor sp, Rhizopus sp, y otros.

El aislamiento de un micromiceto habitualmente no patdgeno puede ser fortuito e inducir a
error, motivo por el cual su significacion se debe basar en varios hechos:

Que la especie aislada crezca en cultivo puro

Que se realicen cultivos sucesivos reiteradamente positivos para los mismos hongos.

Que una biopsia demuestre histologicamente la afectacién micotica de la lesion.
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Cuadro N°4. Principales grupos taxondmicos y géneros de hongos comprendidos en el

Reino Fungi

21

Divisiéon Subdivisiéon Clase Orden Familia Género
(Principales de
L.Myxomycota importancia
médica)
II. Eumycota A Mastigomyco- Rhinosporidium
tina
a) Chytridiomy- Saprolegnia
cetes
b) Oomycetes Pythium
1. Saprolegmales
2. Peronosporales
3. Blastocla-
diales
B. Zygomycotina
a) Trichomycetes
b) Zygomycetes
1. Mucorales
Mucor, Rhizo-
Mucoraceae
mucor
Absidia, Rhizopus
Cunninghamella
Mortierella- Mortierella
ceae
Saksenaceae Saksenaea
Syncephalastrum
2. Entomph-
thorales
Basidiobolus
Conidiobolus
Entomophthora
C. Ascomycotina
a) Hemiascomy-
cetes
1. Endomyce- Loderomyces,
tales Pichia
Saccharomyces,
Kluyeromyces
b) (Ascohyme-
nomycetes)
Gymnoasca- Ajellomyces
seae
Nannizia
B
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Divisiéon | Subdivision Clase Orden Familia Género
2. Sphaeriales
Microascaseae | Pseudallescheria
Ceratocystis
¢) Loculascomycetes
1. Dothideales Plesporaceae Leptosphaeria
Testudinaceae | Neotestudina
Piedriaceae Piedraia
D. Basidiomycotina
a) (Heterobasidiomy- | 1.Ustilaginales Ustilaginaceae | Ustilago
cetes) Teliomycetes
Filobasidiaceae | Filobasidiella
b) (Holobasidiomy-
cetes)
1. Agaricales Boletaceae Boletus
Russulaceae Russula
Amanitaceae Amanita
Coprinaceae Coprinus
Strophariaceae | Psilocybe
Schizophyllum
c) Gasteromycetes
1. Sclerodermatales
Sclerodermata-
ceae
Scleroderma
E. Deuteromycotina
(Fungi imperfecti)
a) Blastomycetes
1. Cryptococcales
Cryptococca- Candida
ceae
Loboa
Cryptococcus
Rhodotorula
(Pitirosporum)
Torulopsis
Trichosporon
b) Hyphomycetes
1. Moniliales
Moniliaceace Aspergillus

Penicillium
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Division fig?ldi"i‘ Clase Orden Familia Género

Epidermophyton

Fusarium

Trichophyton

Monilia

Coccidioides

Acremonium

Madurella

Scopulariopsis

Paracoccidioides

Microsporum

Geotrichum

Blastomyces

Paecilomyces

Histoplasma

Sporothrix

Dematiaceae Cladosporium

Drechslera

Helminthosporium

Torula

Alternaria

Rhinocladiella

Phialophora

Curvularia

Exophiala

Auwreobasidium

Tuberculareaceae | Fusarium

Sepedonium

¢) Coelomycetes

1. Sphaeropsidales Hendersonula

Sphaeropsidaceae | Phoma

Madurel

Pyrenochaeta
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CAPITULO 3

MICOSIS OPORTUNISTAS

Desde hace mis de 30 afios se utiliza el término micosis oportunistas para designar a un grupo
de infecciones por hongos que viven normalmente como saprobios en el ambiente o en cavidades natu-
rales de seres humanos, son termotolerantes y tienen la capacidad de presentar cambios bioquimicos y
morfoldgicos en contacto con personas que tienen defectos en sus mecanismos de defensa. Los hongos
clasicos son Candida, Aspergillus, Cryptococcus y Zygomycetes; pero en un momento dado, cualquier hongo
saprofito puede transformarse en patdgeno secundario. Los factores predisponentes del huésped son
mas importantes que la virulencia primaria del hongo. Dentro de las causas o factores predisponentes
nombramos a los que proceden del huésped, vale decir, son individuales o autdgenas; o bien, son ex-
ternas y iatrogénicas.

CAUSAS AUTOGENAS

Comprenden la diabetes mellitus descompensada (en acidosis) y otras enfermedades del siste-
ma endocrino (hipoparatiroidismo, hipotiroidismo, enfermedad de Addison); pancreatitis; enferme-
dades malignas y discracias sanguineas (cincer, leucemias, linfomas) con acentuada depresion de la
inmunidad mediada por células, alteraciones metabolicas (malnutricion y sindrome de malabsorcion);
alteraciones anatémicas (cavernas tuberculosas detergidas); drogadiccion, enterocolitis necrotizante y
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

CAUSAS EXTERNAS Y IATROGENICAS

Abarcan traumatismos, quemaduras graves, cirugia cardiovascular, abdominal y otras: trasplan-
tes de drganos o tejidos, didlisis peritoneal, exploracion respiratoria, urinaria o abdominal por la po-
sibilidad de la contaminacion instrumental; tratamientos intensivos y prolongados con antibioticos
antibacterianos, corticoides, citostaticos, radiaciones e inmunosupresores; anticonceptivos quimicos o
mecanicos, alimentacién parenteral, sondas, asistencia respiratoria mecanica, dias de internacion.

Los factores iatrogénicos obran mediante los siguientes mecanismos: depresion de la inmunidad
mediada por células y de la produccion de anticuerpos, originando una alteracion del equilibrio bac-
teria-levadura o vehiculizando el hongo presente en la superficie cutinea, los epitelios, instrumentos o
el ambiente externo.

Esta divisién en factores autdgenos, externos y iatrogénicos no es siempre absoluta, pues, en mu-
chos casos, los factores iatrogénicos obran sobre un huésped muy alterado por su enfermedad basica.

Las micosis oportunistas mas comunes en todo el mundo son las candidiasis, aspergilosis, mu-
cormicosis y con la aparicion del SIDA: criptococosis. Algunas de estas micosis no se diagnostican sino
hasta el momento de la necropsia.

Esta curva seguird en aumento debido a los siguientes factores; incremento de la esperanza de
vida y, en consecuencia, de las enfermedaes geridticas; uso de inmunosupresores cada vez mas potentes
y con mas efectos colaterales, asi como empleo de antibioticos de amplio espectro; complicaciones con
las técnicas quirtrgicas modernas o que sobrevienen en unidades de cuidados intensivos, y presencia
de sindrome de inmunodeficiencia adquirida que ha dado los siguientes datos: Pneumocistis carinii
32%, candidosis 31,1%, criptococosis 29% e histoplasmosis 9,6%.

Infecciones por hongos de mortalidad elevada se observan en 10 a 50% de los pacientes neu-
tropénicos o con transplante de médula dsea. Por este motivo son prioritarias medidas profilacticas
generales que incluyan medidas higiénicas personales estrictas, asi como ambientales. Sin embargo, el
diagnostico de estas micosis invasivas sigue siendo dificil, dada la baja sensibilidad de los hemocultivos
aun para infecciones frecuentes como candidemia y sobre todo para infecciones por hongos filamento-
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sos como aspergilosis, salvo en infecciones por Fusarium. Por lo tanto se debe ofrecer terapia antifingica
a los pacientes con fiebre persistente y neutropenia, ante la sospecha de infeccién micotica. Por ahora
se dispone de anfotericina B, fluconazol, itraconazol y nuevos agentes antifingicos, especialmente
azoles que parecen prometedores.
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CAPITULO 4

CANDIDOSIS

RESENA HISTORICA

Hipocrates (460 a 377 aC) describié placas blanquecinas en la boca en pacientes debilitados y
recién nacidos. Galeno (130 a 200 aC) las observo en nifios enfermizos.

En el siglo XVIII era muy frecuente en Europa y se identific en recién nacidos. En 1835, Verén
en su “memoire sur le muguet” postulé la transmisién intrauterina y describié el primer paciente con
candidosis esfagica. En 1841, Berg demostré el origen fungico de las lesiones bucales y lo reprodujo el
padecimiento en nifios sanos. En 1842, Gruby describio este hongo, lo presento ante la Académie de
Sciences de Paris como “le vrai muguet de enfants” (el verdadero muguet de los nifios); asi mismo, pos-
tulo la transmision intrauterina y comunico la primera candidosis. En 1844 Bennett, en Edimburgo,
aislo el hongo conocido hoy como Candida albicans en el esputo de un paciente tuberculoso. En 1846,
Berg, en Estocolmo, reconocio las enfermedades debilitantes como el principal factor predisponente.
En 1849, Wilkinson, describio la localizacion vaginal.

En 1853, Robin, en Paris, denominé al hongo, Oidium albicans y sefial¢ la enfermedad sistémi-
ca, también en pacientres debilitados. En 1861, Zenker, en Alemania, observo un sujeto con infecion
cerebral por diseminacion hematdgena. En 1865, Haussmann noté el vinculo entre candidosis vaginal
de la madre y bucal del recién nacido. En 1870y 1877, Parrot, describio en lactantes la forma intestinal
y pulmonar, respectivamente, En 1877 Granitz describié la morfologia de C. albicans. En 1890, Zop
acept6 como agente del algodoncillo un hongo del género Monilia, que se habia aislado con anteriori-
dad a partir de vegetales y que hoy se sabe que no pertenece al género Candida. Lo denominé Monilia
albicans e inicid una gran confusién terminologica en la literatura médica, esto debido en parte a que
Castellani acepté el mismo término.

En la literatura alemana, en 1890, Schmorl informo la afeccién mucocutinea; en 1904, Du-
bendorher, la inguinal, y 1907, Jacobi, la cutanea. En 1909, Forbes, en Londres, estudio a una nifa
de tres afios y medio de edad con afeccion de lengua y ufas, que tal vez corresponde al primer caso
mucocutineo créonico. Durante la primera mitad del siglo XX se han identificado practicamente todas
las demas localizaciones.

En 1923 Berkhout, setenta afios despues de los estudios de Robin, transfirio las especies al géne-
ro Candida y dio fin a muchos errores de nomenclatura; tan solo Kreger-Van Rij en el libro “The Yeast”
(1984), un tratado de levaduras, lista cuando menos 100 sinénimos para C. albicans. En 1954, en el
octavo Congreso de Botanica se acepto oficialmente el género Candida. En 1958, Benirsthke y Raphael
comunicaron por primera vez la candidosis congénita. En 1995, Sullivan y colaboradores identificaron
C. dubliniensis en candidosis oral en pacientes con infeccion por HIV.

SINONIMIA

Candidiasis, moniliasis, muguet, algodoncillo.

DEFINICION

Las candidosis son infecciones producidas por levaduras endogenas y oportunistas del género
Candida, siendo la especie mas frecuente Candida albicans. Las manifestaciones clinicas son variables y
por lo general no especificas, dependiendo del estado general e inmunolégico de la persona afectada.
Pueden ser localizadas, diseminadas o sistémicas; pudiendo afectar piel, mucosas, estructuras profun-
das y 6rganos internos.La evoluciéon puede ser aguda, subaguda o crénica.

POSICION TAXONOMICA

Las especies que carecen de reproduccién sexuada se incluyen dentro de los hongos imperfectos,
clase forma Blastomycetes, y las que poseen reproduccion sexuada, en las subdivisiones Ascomycotina
y Basidiomycotina.
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La mayoria de las especies de Candida pertenecen a los Blastomycetes y tan solo algunas a los
Ascomycotina y Basidiomycotina.

ETIOLOGIA

Se consideran vélidas mas de 150 especies de Candida, pero sélo algunas especies son capaces de
producir enfermedades humanas y animales, por las que se las considera levaduras de interés médico.
Las principales especies aisladas como agentes causales de infecciones humanas son: Candida albicans.
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guillermondii, C. glabrata, C. lusitaniae, C. kefir. Todas las especies
son de distribucion universal con excepcion de C. viswanatii, que solo se encuentra en India.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas de 3-7 micras de diametro.
Varias especies de Candida son dimorficas, presentando blastosporas, pseudomicelio y/o verdadero mi-
celio. Cuando el hongo se comporta como patoégeno, lo mas frecuente es que exista pseudo o verdadero
micelio. La diferencia entre pseudoimicelio y micelio verdadero consiste en que mientras el diametro
del verdadero micelio es uniforme, el pseudomicelio se estrecha en los puntos de union de unas células
con otras.

In vitro, se ha podido comprobar que son multiples los factores que intervienen en la morfogéne-
sis de estas levaduras. Entre ellas podemos mencionar: proporcién de CO2 / O2, fuentes de hidratos
de carbono, condiciones metabdlicas de inéculo, pH del medio, y temperatura, asi como la presencia
de numerosas sustancias quimicas (aminoacidos, alcoholes, minerales, etc.).

Probablemente, los factores que estimulan la filamentacion de C. albicans se encuentran en el
suero sanguineo. Suele existir una realcion entre la filamentacion y los factores que regulan la adhe-
sién y penetracion en las células del huésped. En determinados medios de cultivo, la filamentacion se
acompana de clamidosporas, formaciones consideradas como elementos de resistencia, que aparecen
s6lo en C. albicans (y en casos muy excepcionales en la C. tropicalis). En las infecciones por Candida
no se aprecian clamidosporas en los tejidos, aunque en ocasiones pueden aparecer blastosporos muy
dilatados que se pueden confundir con las clamidosporas, como ocurre por la accion del clotrimazol y

5-fluorcitosina (Lee, 1973).

ECOLOGIA

Las levaduras se encuentran en la naturaleza en todos los seres vivos, asociadas en muchas ocasio-
nes a plantas e insectos. Sin embargo, los agentes de candidosis humanas muestran un campo ecoldgico
mas limitado.

En el hombre, la C. albicans se ha podido aislar del aparato digestivo y de las regiones cutaneo-
mucosas. En la cavidad bucal de personas adultas sanas, existe en pequeias cantidades; si la higiene
bucal es deficiente, o se utilizan antibioticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas, su nu-
mero aumenta.

La presencia de C. albicans a lo largo del tubo digestivo varia segtin las regiones. Cohen y cols.
(1969) afirman que la incidencia de Candida alcanza el 35% en la orofaringe, el 50% en el yeyuno, el
60% en el ileon y el 70 % en el colon.

La existencia de C. albicans en el tubo digestivo estaria relacionada con la alimentacion, siendo
las frutas frescas, los dulces y otros alimentos fermentables los que elevan en forma manifiesta su de-
sarrollo.

La incidencia de C. albicans en la vagina de mujeres sanas no embarazadas es de un 5%, elevan-
dose a un 30% en las embarazadas y en las que toman anticonceptivos.

En la flora cutinea normal no se encuentra Candida; sin embargo, cuando la piel esté lesionada,
puede ser huésped de estas levaduras.

FACTORES PREDISPONENTES
Entre los factores predisponentes de las candidiaisis dependientes del huésped, se pueden men-
cionar los siguientes:
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¢ Edad. Es muy bien conocido que los lactantes y los ancianos son muy susceptibles al muguet
oral.En el recién nacido, ademas de la carencia de flora bacteriana normal, influyen probable-
mente algunos factores inmunitarios.
En el anciano, la predisposicion a la candidiasis estd relacionada, mds que en la edad en si, a
enfermedades y tratamientos medicamentosos propios de la vejez.
¢ Dieta. La mala alimentacién y la desnutricion en los paises subdesarrollados ocasionan tras-
tornos intestinales asociados a diarrea, con aumento de Candida. También algunas avitaminosis
pueden predisponer a las candidiasis. Se ha descrito casos de hipovitaminosis A en pacientes con
candidiasis mucucutinea cronica.
¢ Factores mecanicos. La maceracién y un elevado nivel de humedad .Los panales, sobre todo
los de plastico, aumentan y mantienen la humedad en la zona cubierta por los mismos, y los ni-
fos que padecen una “dermatitis del paiial”’estan predispuestos a las infecciones por Candida. En
los adultos, la maceracion y la humedad incrementan las candidiasis de los grandes pliegues.
¢ Factores endocrinos. La diabetes mellitus es un proceso que predispone a todo tipo de infec-
ciones. El mecanismo por el cual aumenta la susceptibilidad a las candidiasis en estos pacientes
no estd muy claro; se piensa que los niveles elevados de glucosa en sangre y tejidos favorece el
desarrollo de la levadura. Ademas se ha comprobado que, en los diabéticos, la capacidad de los
leucocitos para fagocitar y destruir estd disminuida.
¢ Factores inmunolégicos. La deficiencia de la inmunidad mediada por células (Ej. SIDA) pre-
dispone a la aparicion de multiples procesos infecciosos, siendo muy frecuentes las candidiasis
orales y esofagicas. Son también mas frecuentes las vulvovaginitis por Candida en mujeres con
SIDA que en las sanas. Otras causas que favorecen la aparicion de candidiaisis son las neoplasias,
leucemias y linfomas debido a la depresion inmunitaria.
¢ Embarazo. Es m4s frecuente la candidiasis vaginal, relacionada con el pH, nivel de glucégeno
vaginal y elevacion de la progesterona y estradiol plasmaticos.
e Factores yatrogénicos. Entre ellos:
a) Los antibioticos, al eliminar la flora bacteriana que compite por los nutrientes con las
levaduras.
b) Los corticosteroides sistémicos incrementan la susceptibilidad a las candidiasis median-
te la disminucion de las funciones inmunologicas.
c) Diversas drogas citotoxicas, que ocasionan neutropenia, predisponen a la colonizacion
de Candida en el intestino.
d) El tratamiento radioterapico de neoplasias.
e) Exploraciones agresivas, tratamientos instrumentales o quirtrgicos y el uso comun de
catéteres venosos y vesicales, abren una via de entrada a los hongos ambientales, princi-
palmente los endosaprobios, como la C. albicans.

En el caso de las candidiasis profundas los factores predisponentes mds comunes son:
a) Asistencia mecanica respiratoria
b) Drogas antineoplasicas

) Recién nacidos de bajo peso

d) Antibidticoterapia prolongada
e) Alimentacién parenteral

f) Dias de internacién

@) Uso de catéteres

h) Cirugia cardiaca o abdominal

i) Dialisis

j) Enterocolitis necrotizante

PATOGENIA

Existen tres factores que contribuyen en la capacidad patogénica de las levaduras del género
Candida.

Uno de ellos es la habilidad para pasar rapidamente de la fase levaduriforme a la pseudomicelial,
esto les posibilita una rapida adaptacion a las condiciones del huésped y la evasion de los mecanismos
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de defensa del mismo ya que las estructuras filamentosas son dificiles de ingerir por las células fagociti-
cas y pareceria necesitarse de mecanismos extracelulares para lograr su muerte.

Otro de los factores involucrados es la alta frecuencia de cambios fenotipicos dentro de un mis-
mo aislamiento, este incluye sensibilidad a drogas, variaciéon morfolodgica y secrecion de un factor de
virulencia (proteinasa acida). Esta expresion diferencial de los genes le permite al organismo una gran
adaptabilidad a las condiciones del huésped.

El tercer factor seria la virulencia propia de la especie; en el género Candida las especies parecen
tener diferente virulencia segin se ha detectado en infecciones experimentales en animales. Estos estu-
dios concuerdan con la clinica, asignando a las siguientes especies un rango decreciente de virulencia:

e C. albicans

e C. tropicalis

 C. parasilopsis

e C. pseudotropicalis

o C. krusei
C. guillermondi
C. glabrata

FORMAS CLINICAS
1- Cutaneas:
e Localizada:  -grandes pliegues
-espacios interdigitales
-unas

e Difusas: amplias superficies

e Profundas:  granuloma candiddsico

2- Mucocutaneas:

¢ Candidiasis de la mucosa oral: muguet, queilitis y glositis
¢ Candidiasis de la mucosa genital: vaginitis y balanitis
e Candidiasis de la mucosa digestiva: ~ esofagitis y enteritis

¢ Candidiasis mucocutianea cronica.

3-Sistémica:

Candidiasis del aparato digestivo

¢ Candidiasis cardiaca

¢ Candidiasis del aparato respiratorio

¢ Candidiasis del sistema nervioso central
e Candidiasis del tracto urinario

e Candidiasis hepatica

e Artritis y osteitis

e Sepsis por Candida

SINTOMATOLOGIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS

CANDIDIASIS CUTANEAS LOCALIZADAS
¢ Intertrigo: Las areas mds cominmente afectadas son las axilas los pliegues submamarios, los
inguinales e intergluteos. La lesion se inicia por el fondo del pliegue para ir extendiéndose en
forma progresiva, en espejo, hacia cada lado del pliegue. Se acompafia de prurito en los momen-
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tos iniciales. La lesion inicial es una vesicula-ptstula que se rompe y se une a sus vecinas para
formar una placa eritematosa que mas tarde se recubre de una secrecion exudativa blanca.

¢ Interdigitales: Son lesiones intertriginosas de los pequefios pliegues, favorecida por la ma-
ceracion de la piel en una zona que es delgada y con abundantes glandulas sudoriparas. En las
manos se presenta principalmente en el tercer espacio interdigital pudiendo extenderse o no a la
palma o dorso de la mano. En los pies las lesiones suelen ser mas extensas, presentdndose como
un pie de atleta.

¢ Onicxis y perionixis: Es una de las formas mas frecuentes. Se inicia por lo general a nivel del
pliegue periungueal, que aparece hinchado, con edema y eritema doloroso al tacto. La perionixis
suele acompanarse de secrecion serosa o purulenta espontdnea o por presion. La invasion de la
ufia es habitual y se produce a nivel de su borde proximal extendiédose al resto progresivamente.

CANDIDIASIS CUTANEA DIFUSA
¢ Candidiasis cutanea congénita: Es una infeccion previa al nacimiento a partir de una vaginitis
complicada con corioamnionitis. Las lesiones estan presentes en el momento del nacimiento o
antes de las doce horas de vida. Se hallan formadas por elementos eritematosos multiples de
pequeiio tamafo, maculosos de extension difusa.

CANDIDIASIS CUTANEA PROFUNDA
¢ Granuloma candidésico: Suele ser excepcional, salvo en las lesiones de las candidiasis mu-
cocutdneas croénicas Se inician como papulopustulas de tipo acneiforme, luego se convierten
en nodulos costrosos .Las zonas mas afectasa son cara, cuero cabelludo y dedos. Se produce en
enfermos con deficiencias en la inmunidad celular.

CANDIDIASIS MUCOCUTANEAS

¢ Candidiasis oral: El muguet es una de las lesiones mas frecuentes en lactantes y neonatos.
Actualmente entre el 7090 % de los pacientes infectados por el HIV sufren algiin episodio
de candidiasis orofaringea durante el transcurso de su enfermedad. La lesion comienza por
pequeiias manchas rojas, que poco a poco se convierten en placas blanquecinas que confluyen
y forman una pseudomenbrana de color blanquecino cremoso grisiceo, si se levanta ésta pseu-
domembrana deja ver una superficie exudativa roja. La localizacion puede ser la lengua, encias
y mucosa bucal.
¢ Candidiasis vaginal: La diabetes, la terapéutica antibiotica prolongada y el embarazo pueden
predisponer a esta vulvovaginitis. Es una de las infecciones m4s frecuentes del aparato genital fe-
menino durante los afios de procreacion. La paciente suele aquejar escozor y prurito vulvar, con
secrecion de un flujo vaginal de color blanquecino, espeso, grumoso y placas pseumembranosas
adheridas en la pared vaginal.
¢ Balanitis: Es una afeccion bastante frecuente en el varon, coincidiendo en la mayoria de los
casos con la existencia de una vaginitis por Candida en la pareja sexual. Se presentan erosiones
superficiales rojas y pustulas en el glande y surco balanoprepucial; si la lesion es muy intensa,
pueden aparecer placas similares a la de muguet. En algunos pacientes, las lesiones se propagan
al escroto y regién inguinal e incluso pasan al interior de la uretra.
¢ Esofagitis: Con frecuencia es una extension de la candidiasis orofaringea. Los sintomas clini-
cos son disfagia, dolor retroesternal, hemorragia gastrointestinal, nausea y vomito.
¢ Enteritis: Es una de las formas clinicas mas controvertidas, el diagnostico es muy dificil de
establecer y generalmente requiere de la demostracién de invasién candididsica de la mucosa
intestinal.
¢ Candidiasis mucocutinea cronica: Se incluyen bajo esta denominaciéon a un conjunto de
infecciones cronicas localizadas en la boca, piel, uiias y la mucosa genital, resistentes a los trata-
mientos convencionales. Se clasifican en:

1- Asociadas a déficit inmunitario congénito de tipo celular.

2- Infecciones que aparecen en los primeros afios de vida y pueden ser genéticos.

3- Asociados a endocrinopatias o desregulacion del hierro.

4- Asociadas a timoma
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CANDIDIASIS SISTEMICAS
¢ Candidiasis del aparato digestivo: La localizacion esofagica es la mas comun, en especial des-
de el advenimiento del SIDA.
La esofagitis por C. albicans, y mis raramente por otras especies, ocasiona dolor retroesternal y
disfagia. El diagnostico se realiza a través de una biopsia realizada durante la esofagoscopia; esto
permite el cultivo e identificacion de la especie y, sobre todo, comprobar en el examen directo
la invasion del tejido.
e Candidiasis cardiaca: La endocarditis es la forma mas frecuente de esta localizacion. Es una
forma poco comun en incremento, de dificil diagndstico y tratamiento , lo cual determina un
grave pronostico vital con un 70% de mortalidad. Los factores predisponentes son la cirugia
cardiaca, las protesis valvulares, los catéteres venosos, la nutricion parenteral y la administracion
de drogas intravenosas, ya que podrian constituir el foco de entrada de la levadura.

El paciente presenta fiebre, que puede ser continua o intermitente, y un soplo con insuficiencia
cardiaca o sin ella. Los signos de tromboembolismo, como petequias y hemorragias, pueden estar pre-
sentes, lo mismo que la leucocitosis, anemia y aumento de la eritrosedimentacion. Ninguno de estos
signos es especifico. La ecocardiografia es de gran utilidad para detectar las vegetaciones cardiacas. El
hemocultivo constituye un elemento diagndstico de gran valor. También se puede realizar el diagnosti-
co mediante la comprobacion de antigenos mananos o proteicos a titulos elevados.

Las infecciones del miocardio y pericardio suelen observarse en el curso de una candidosis dise-
minada y son de muy mal pronostico.

El sistema vascular puede presentar infeccion por Candida en forma de flebitis como consecuen-
cia de la insercion venosa de catéteres contaminados.

¢ Candidiasis del aparato respiratorio: Esta es una de las localizaciones en que resulta mds
dificil la demostracion de la invasividad por Candida, a menos que se disponga de una pieza de biopsia
0 necropsia.

En el tracto respiratorio superior se han descrito casos de sinusitis, laringitis, epiglotitis y tra-
queitis, en pacientes con graves enfermedades subyacentes.

La invasiéon pulmonar primaria es extremadamente rara en sujetos que no presentan serias
alteraciones de su inmunidad, pero este 6rgano puede verse secundariamente comprometido luego de
una diseminacion. La visualizacién o el cultivo de levaduras a partir de muestras de esputo o aspirado
bronquial no tiene significacion diagnostica de infeccion; en el lavado broncoalveolar, la presencia de
Candida es orientativa, pero el diagnéstico definitivo se realiza por biopsia, a través de un broncoscopio
O por puncion transtordcica.

Los hallazgos radiologicos son inespecificos, se ha descrito un patrén con nédulos miliares en el
curso de una diseminacion hematogena, asi como un patrén de bronconeumonia localizada o difusa
como consecuencia de una difusién bronquial.

La serologia suele demostrar anticuerpos contra Candida, salvo que exista una severa inmuno-
depresion.

¢ Candidiasis del sistema nervioso central: La meningitis se observa en neonatos, dentro de
una candidiasis diseminada o en pacientes inmunodeprimidos.

La clinica es similar a la de las meningitis bacterianas. Suele haber hipoglucorraquia. El niime-
ro de levaduras en el LCR suele ser bajo, por lo que su observacién en el sedimento es muy dificil y su
cultivo también.

La candidiasis cerebral es propia del anciano, de los enfermos debilitados y con multiples
factores de riesgo (antibioticoterapia, catéteres, cirugia abdominal) que cursan con una candidiasis
diseminada por via hematdgena. La candidiasis cerebral es una micosis muy comtn después de la crip-
tococosis en los pacientes con SIDA. El diagnostico se realiza al drenarse quirtrgicamente el absceso,
en este material se puede observar y cultivar las levaduras.

 Candidiasis del tracto urinario: La candidiasis renal es una patologia muy poco frecuente, se
da mayoritariamente en pacientes con patologia urinaria previa, diabetes, transplante renal o enferme-

A
32



IDENTIFICACION DE HONGOS LEVADURIFORMES DE INTERES MEDICO

dades malignas. El rifién se veria afectado en las candidiasis diseminadas, en las que la diseminacion
hematdgena ocasiona un cuadro de pielonefritis. La clinica se caracteriza por obstruccion urinaria
(bola fungica) y fiebre; en el sedimento de la orina se observa leucocituria y hematuria. Los urocultivos
pueden ser orientativos de infeccion pero no existe acuerdo sobre cual es el nimero de UFC con signi-
ficacion. El diagnéstico de certeza es por puncién renal.

La infeccion de la vejiga urinaria es mas frecuente, y se asocia principalmente con la diabetes y
las sondas uretrales. La confirmacién se realiza mediante citoscopia y biopsia.

e Artritis y osteitis: Durante las diseminaciones hematdgenas pueden producirse localizaciones
osteoarticulares, tal como se ha observado en enfermos drogadictos, afectados del llamado sindrome de
la heroina marrén. La localizacién mas frecuente es la costoesternal. La lesion consiste en tumoraciones
dolorosas y corresponden a una pericondritis con miositis, y en algunos casos con afectacion del hueso
y del cartilago.

¢ Candidiasis diseminada: Las formas severas de candidiasis sistémicas o diseminadas se pre-
sentan en pacientes neoplasicos o transplantados, los que recibentratamientos con corticoides, irradia-
ciones, drogas antineoplasicas y agentes antibacterianos, todos estos con efectos inmunosupresores en
menor o mayor grado; o los que tienen sistemas inmunitarios subéptimos como neonatos y ancianos.

El cuadro clinico de la candidiasis diseminada es muy similar al de las sépsis bacterianas. El
comienzo puede ser brusco, con fiebre, escalofrios, hipotension, esplenomegalia, petequias, embolias,
taquicardia, taquipnea, y compromiso sensorial que puede evolucionar hacia el schock séptico.

El diagnostico es dificil por el bajo rendimiento de los hemocultivos, que en el mejor de los
casos llega a un 20-40% de las candidosis diseminadas. La sensibilidad de los aislamientos aumenta
con el uso de medios difisicos como el de Ruiz Castafieda aireado y principalmente con el sistema de
lisis-centrifugacién. La posibilidad de detectar antigenemia en la sangre del enfermo aumenta también
la posibilidad diagnostica.

TRATAMIENTO DE LAS CANDIDIASIS DISEMINADA O SISTEMICA (CS)

La candidosis sistémica requiere tratamiento con antifiingicos por via sistémica y, aunque en los
ultimos afios se han empleado nuevos preparados de diferente estructura quimica, el mas utilizado, y
con el que se dispone de mayor experiencia, es la anfotericina B (AMB).

La 5-fluorocitosina no se utiliza de forma exclusiva en el tratamiento de la candidosis; sin em-
bargo, su asociacion con la AMB se considera de utilidad, ya que se produciria un efecto sinérgico
o aditivo. Esta asociacion se recomienda para el tratamiento de la meningitis, endocarditis y formas
diseminadas.

Posiblemente, el antifiingico que mds se ha empleado en el tratamiento de la CS en los ultimos
afios es el fluconazol, que puede administrarse por via intravenosa u oral; con él se han comunicado
excelentes resultados en el tratamiento de la candidosis esofagica del SIDA, asi como en la peritonitis,
endocarditis y candidemias

DIAGNOSTICO MICOLOGICO

El examen microscopico directo con hidroxido de potasio, a una concentracion del 10-40%,
permite la observacion de levaduras en material accesible obtenido por biopsia, lavado broncoalveolar,
secreciones o puncion de espacios cerrados, conteniendo liquidos bioldgicos o material purulento. Este
es un método rapido y sensible, aunque la tincién con azul de metileno, y sobre todo el Gram, ademds
de visualizar las levaduras, permite observar si hay otros microorganismos asociados. La sola presencia
de seudofilamentos confirma la identificacion inicial de Candida y, segin algunos actores, constituye
un argumento en favor de que se trata de una infeccion mds que de una colonizacion; el argumento
numérico levaduras escasas o abundantes- también contribuye a definir estos conceptos, siempre y
cuando se trate de una muestra fresca, recién recogida o conservada en heladera. La cuantificacién de
los cultivos es obligada en las infecciones urinarias y es recomendable en algunas muestras, como el
aspirado bronquial y los liquidos biolégicos. El cultivo puede realizarse a temperatura ambiente (25°C),
pero a 37°C se acelera el crecimiento de la mayoria de las cepas que en 24-48 horas muestran colonias
bien desarrolladas.
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IDENTIFICACION DE ESPECIES Y BIOTIPOS

Se dispone de varios métodos eficaces para la identificacion de las diferentes especies de Candi-
da, algunos comercializados; la complejidad de los mismos varia desde los que estudian exclusivamente
la micromorfologia a técnicas automatizadas e informatizadas, de rapida ejecucion. También se ha co-
municado el uso de sondas de DNA especificas para C. albicans, aunque este método todavia no esta
al alcance de la mayoria de los laboratorios.

La C. albicans, que sigue siendo el principal patdgeno, se caracteriza por producir tubos germi-
nativos al incubar la fase L en suero, medios celulares (TC 199) u otras sustancias coloidales, durante
2-4 horas a 37°C. Esta misma especie produce clamidosporas caracteristicas al cultivarla en medios
como el agar-harina de maiz + Tween 80; agar-papa-zanahoria-bilis, o agar-crema de arroz; estas estruc-
turas se observan en general a las 48 horas.

Las pruebas bioquimicas son el auxonograma, que valora la asimilacién de carbohidratos en
un medio base sin aztcares, al que se afaden discos impregnados en ellos cuya lectura se efecttia a las
24 v 48 horas. Los positivos aparecen con un halo de crecimiento alrededor del disco.

El zimograma estudia la via fermentativa de las levaduras sobre los hidratos de carbono. El
método tradicional es la siembra en un tubo conteniendo un medio liquido base con un indicador de
color mds un aztcar diferente hasta completar una serie de 5. Se ocluye el tubo con parafina liquida,
o bien se coloca una campana de vidrio en su interior para detectar la formacién de gas. Un resultado
positivo ocasiona el viraje de color, que significa la acidificacion del medio, a veces con la produccion
de gas.

Entre los sistemas comercializados cabe destacar, por su gran aceptacion, el sistema API del
que existen tres variedades bien evaluadas: una para realizar auxonograma y zimograma en azlcares;
para efectuar un auxonograma de 16 azticares, y otra que valora 32 aztcares y que puede ser leido auto-
maticamente procesindose de manera informatizada gracias a un programa que permite su identifica-
cién, da perfiles comparativos y ademas registra los resultados obtenidos en una base de datos.
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Figura N°4. Morfologia del género Candida
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CAPITULO 5

CRIPTOCOCOSIS

RESENA HISTORICA

En 1894, Sanfelice, en Italia, informo la presencia de una levadura encapsulada en jugo de
durazno (melocotones); al aio siguiente produjo en animales de experimentacién la enfermedad que
origina ese hongo y lo llamo Saccharomyces neoformans. En Alemania, en 1894 Busse, y en 1895 Buschke,
en forma independiente describieron el primer caso en seres humanos con lesiones cutdneas y dseas; el
primero observo la levadura y la llamo Saccharomyces. En 1896, Curtis, en Francia, comunicé un caso
similar. En 1901 Vuillemin clasifico a las levaduras aisladas en estos pacientes en el género Cryptococcus
y la llamo Cryptococcus neoformans, al hongo descubierto por Sanfelice.

En 1905, Von Aceman observé un paciente que murié por meningitis y en 1914, Verse recono-
ci6 la enfermedad in vivo en una mujer con leptomeningitis. En 1916, Stoddard y Cutler, consideraron
que la capsula era una cavidad quistica provocada por digestion y llamaron al hongo Torula histolitica.
En 1950, Rhoda Benham, tras prolongados estudios, concluyd que sélo hay una especie patdgena de
Cryptococcus y quince afios antes diferencio la blastomicosis europea de la americana. En 1951 Em-
mons, aislo Cryptococcus neoformans del suelo y posteriormente de excretas de palomas y otras fuentes.
En 1955 Backer y Haugen demostraron la presencia de la cidpsula y en 1970 Lodders y Kreger-Van Rij
establecieron la prioridad del término Cryptococcus neoformans.

En 1955, Gonzilez Ochoa, hizo mencién del primer caso en México; en 1959, Gonzalez Mendo-
za, Fuentes y Pérez Tamayo estudiaron una forma generalizada, y en 1961 Vérut, Novale y Lavalle, una
forma cutaneomucosa.

SINONIMIA
Enfermedad de Busse-Buschke, blastomicosis europea, torulosis, enfermedad sefal, despertar
del gigante en enfermedades micéticas.

DEFINICION

Micosis oportunista causada por una levadura capsulada: Cryptococcus neoformans, de origen exé-
geno; se adquiere por via respiratoria y es pulmonar en 90%; puede afectar cualquier viscera, musculo,
huesos, piel y mucosas, pero tiene afinidad particular por el sistema nervioso central. La evolucién es
aguda, subaguda o crénica. La diseminacién ocurre en pacientes debilitados o con inmunodeficien-
cia.

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Enfermedad cosmopolita. En Estados Unidos se calcularon en el tltimo decenio del siglo ante-
rior 200 a 400 casos de la forma cerebromeningea y solo en New York, 15.000 infecciones subclinicas
al afo. Actualmente se presenta en 6 a 50% de pacientes con SIDA; se considera la cuarta infecciéon
importante en infectados por HIV. En Africa, junto con la tuberculosis es la infeccion oportunista
mas importante, pero muchos casos se han informado a través de los registros nacionales en Francia 'y
Atlanta.

No tiene predilecciéon por sexo o hay un ligero predominio en el varén. Es mas frecuente en
personas de 30 a 60 afios de edad y raro en los nifios. Afecta mas a individuos debilitados por enfer-
medades de Hodgkin, leucemia, diabetes, sarcoidosis, colagenopatias, asi como pacientes bajo trata-
miento con antibidticos, glucocorticoides o inmunosupresores o bien con transplantes de ¢rganos y
fundamentalmente en SIDA.

La mortalidad es de 15 a 30%. Es m4s frcuente en personas expuestas a excrementos de palomas
o a aire acondicionado contaminado con éste, por lo que puede adquirirse en el lugar de trabajo. En
pacientes con SIDA es debida a C. neoformans var neoformans (80%), en Estados Unidos y Reino Unido
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sobre todo por el serotipo A (80%), pero en el resto de Europa es serotipo D. En Africa antes del SIDA,
90% de las infecciones eran por la var. gattii, ahora en SIDA son por la var. neoformans. Esto purede
ser debido a que la enfermedad es urbana y los pacientes no estdn expuestos a la fuente del ambiente
o porque esta variedad es més virulenta para HIV. Se observan tambien casos por C. neoformans var.
gattii, incluso en México.

ETIOLOGIA

Cryptococcus neoformans es el tinico agente etioldgico de la criptococosis; se trata de una levadura
con capsula, no micelial de 20 a 30p de diametro. El estado perfecto o teleomorfo es el Basidiomicete,
Filobasidiella neoformans, que tiene dos variedades: neoformans y bacillispora (Kwong Chung, 1975 y 1976).
Se han informado cinco serotipos y dos variedades biologicamente distintas: C. neoformans variedades
neoformans (serotipos A, D, y AD) y gattii (serotipos B y C). Casi todos los microorganismos aislados de
nichos aviarios e infecciones humanas son tipo A o D, que se han informado en todo el mundo y su
nicho ecologico se encuentra en el guano de palomas, pollos y otras aves, o en madera en descomposi-
cién; la var. gattii tiene distribucion geografica restringida, prevalece en regiones tropicales y subtropi-
cales y se ha aislado particularmente en Australia y California; se relaciona con presencia de eucaliptos
(Eucaliptus camaldulensis) y arboles gomiferos rojos (E. tereticorms). La diseminacion en el mundo puede
estar relacionada con la exportacién de 4rboles.

Hay 37 especies del género, pero rara vez otras especies producen enfermedad en seres humanos
como C. laurentiiy C. albidus. La cdpsula esta constituida por polisacaridos como glucuronoxilmananos
(xilosa, manosa, y acido glucurénico) que determinan su virulencia asi como la producciéon de melani-
na y crecimiento a 37°C. Los mutantes hipocapsulados son menos virulentos, asi como los que tienen
falta de actividad de fenoloxidasa. La produccion de melanina depende de la enzima fenoloxidasa que
convierte compuestos fenolicos en melanina. Esta enzima puede utilizar otros sustratos fenolicos como
catecolaminas, dopamina y adrenalina; esta habilidad puede proteger la levadura en sistema nerviosos
central y explicar su virulencia o neurotropismo. Ya se han clonado los genes que codifican la produc-
ciéon de capsula y las enzimas. Las mutantes que no crecen a 37°C son avirulentas, de hecho que var.
gattii es mas sensible a altas temperaturas que la var. neoformans.

C. neoformans crece en 24-72 horas en medios rutinarios, como el agar glucosado de Sabouraud
sin cicloheximida, y en medios bacteriolégicos habituales, como el agarsangre y el agar-chocolate; este
ultimo a 37°C y en atmosfera de CO2 favorece el desarrollo de la cdpsula. Las colonias son mucosas, de
color crema vy brillantes, que al envejecer se vuelven amarillentas y mas opacas. La microscopia demues-
tra que son levaduras esféricas o globosas, de 3-7 x 3,5-8p, con gemacién unipolar o multipolar, con una
capsula de naturaleza mucopolisacirida que tiene diferente grosor y didmetro, entre 2 y 20pn. Después
de varios subcultivos, puede perder esta capsula. Excepcionalmente, en los materiales patoldgicos y en
condiciones de cultivos muy especiales, pueden observarse levaduras capaces de formar filamentos.

Subclase Blastomycete

Orden Cryptococcales

Familia Cryptococcaceae

Estado anamorfo Cryptococcus neoformans ([Sanfelice] Vuillemin, 1901)
Orden Ustilaginales

Estado teleomorfo Filobasidiella neoformans (Kwon Chung, 1975)

ECOLOGIA Y ETIOPATOGENIA

La criptococosis se conoce desde finales del siglo pasado. El habitat de C. neoformans esta ligado
a las palomas, puesto que es a partir de excretas desecadas de este ave (Columba livia) de donde se aisla
principalmente de la naturaleza. La apetencia por este sustrato estd relacionada con su contenido en
nitrogeno y creatinina y con la elevada concentracion de sales. Existe una importante competencia con
otros microorganismos que determina la imposibilidad de supervivencia de Cryptococcus en el suelo
libre de heces de paloma, ave que no sufre la infeccion. Las levaduras pueden mantenerse viables en
excrementos de paloma durante dos afios o mas, si se han guardado al abrigo del sol cuyos rayos son
esterilizantes.
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En la naturaleza, las levaduras son no capsuladas y de tamafio muy reducido (1-2p), lo cual fa-
vorece su penetracion por el arbol bronquial al ser inhaladas. Ademas, se ha pensado que las formas
infectantes son basidiosporas, pues éstas estdn en tamano mas pequeno. Las levaduras sin capsula, al
inocularse experimentalmente, adquieren la cdpsula que les confiere la virulencia. La infeccién es mas
frecuente en el hombre que en la mujer. La distribucion geogrifica de C. neoformans es universal en
areas urbanas y rurales.

La capsula parece tener un importante papel en la patogénesis de la infeccion interfiriendo con
la opsonizacion y, por tanto, con la fagocitosis, principalmente de los neutrofilos. Las alteraciones
de los linfocitos T, con disminucion de la actividad activadora de los macréfagos por las linfoquinas,
también reduciria la capacidad fungicida de los mononucleares. La respuesta inmune es iniciada por
los macrofagos y linfocitos CD,+ y CDg+. La presencia de los linfocitos CD,+ es crucial para el éxito
de la defensa en inmunocompetentes, pero los linfocitos CD+ pueden participar en la activacion de
citocinas con efecto anticriptococdcico.

La diseminacion hematdgena ocurre en 10% de los afectados, principalmente en sujetos debi-
litados y en particular SIDA por falta de un sistema inmune celular efectivo. Puede afectar cualquier
organo, de preferencia cerebro y meninges; se cree que esta afinidad se debe a la baja respuesta fagocita-
ria y presencia de factores nutricionales en esos drganos o a la ausencia de factores inhibitorios séricos.
En las ultimas etapas de fungemia puede haber criptococomas en pulmones y cerebro. Las lesiones en
piel pueden proceder hasta dos a ocho meses a las manifestaciones sistémicas. Los criadores de palomas
tienen infeccion demostrada por las concentraciones elevadas de anticuerpos, mas no enfermedad. Se
ha descrito esta micosis en osos koala.

La criptococosis se presenta clinicamente en dos formas: una que afecta a los sujetos normales,
de evolucion benigna, que puede ser en muchos casos autolimitada, y otra forma clinica, en enfermos
con procesos inmunosupresores, de prondstico sombrio. No es una tipica micosis oportunista, pero su
evolucién se ve muy favorecida por las alteraciones inmunitarias del huésped.

CLINICA

La via de infeccion habitual es la inhalatoria, y raramente por inoculacion; por tanto, la puerta de
entrada es pulmonar y la localizacion primera de la infeccion se encuentra en esta viscera. Sin embargo,
s6lo en una pequeia proporcidn de casos clinicos la primera presentacion clinica es la respiratoria; por
el contrario, su diseminacién al SNC u otros 6rganos es el motivo de consulta clinica m4s comun.

CLASIFICACION

Pulmonar, meningocerebral, cutinea y mucocutinea, dsea y visceral.

CRIPTOCOCOSIS DEL APARATO RESPIRATORIO O PULMONAR

La mayoria de las infecciones pulmonares son asintomaticas. En los enfermos sintomaticos
aparece tos con expectoracién mucosa, hemoptisis, malestar general, adelgazamiento, dolor pleural
y febricula. En ocasiones puede simular una tuberculosis a la que de manera excepcional puede estar
asociada.

Las imagenes radioldgicas son inespecificas, y consisten en infiltrados localizados, no muy exten-
sos, sobre todo en los lobulos inferiores. En ocasiones puede presentarse como un nédulo pulmonar
solitario. Al resolverse la lesion, no suele dejar cavidades ni nédulos residuales. Segtn el estado del pa-
ciente, el grado de infeccion, la virulencia de la cepa y el tiempo de evolucion, se describen cuatro tipos
de lesiones pulmonares radioldgicas: la forma mas evolucionada es similar a la tuberculosis miliar.

En muchos casos, el diagnéstico de criptococosis pulmonar es secundario al de meningitis y se
llega a él durante el estudio general del enfermo.

En SIDA, la afeccién pulmonar se presenta en 10% y puede haber infecciones cocomitantes por
D. carinii, Mycobacterium avium intracellulare e Histoplasma capsulatum.

El diagnostico diferencial se establece con los infiltrados de naturaleza virica o bacteriana, con la
tuberculosis, neoplasias y neumonitis.

El diagnéstico etioldgico se hace por examen microscépico de los esputos, aspirados bronquiales
o biopsias de pulmoén; aunque la visualizacion del hongo suele ser dificil.
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CRIPTOCOCOSIS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL O MENINGOCEREBRAL

La forma clinica mas comtn es la meningitis, que puede presentar una evolucién subaguda o
crénica, con menos frecuencia aguda. Es corriente que se asocie a localizacion cerebral en forma de
granulomas, de abscesos o quistes gelatinosos que contienen gran numero de criptococos.

La clinica de la meningitis criptocdcica se caracteriza por cefaleas frontotemporal y retroocular
(70%); fiebre (60%); rigidez de nuca y signos positivos de Kernig y Brudzinski (50%); alteraciones visua-
les, vision borrosa, fotofobia, nistagmo (40%), nauseas y vomitos (10%)y sindrome meningeo y signos
neuroldgicos focales; a veces se asocia a una hipertension endocraneana e hidrocéfalo interno de grave
evolucién. Los trastornos de la conciencia y los cambios de personalidad seudosiquiatricos también
pueden ser una manifestacion de la afectacion del SNC por C. neoformans.

La puncion espinal muestra un LCR claro, hipertenso, con hiperproteinorraquia, variable de 40
a 500 o mas mg/ 100 ml, disminucion de los cloruros y de la glucosa, a veces marcada (10 a 20 mg/100
ml), pleocitosis con linfocitos, cuyo niimero no suele exceder de las 200-800 células por mililitro. La
hipertension del liquido cefalorraquideo es un signo de mal pronostico. Al centrifugar el LCR y ob-
servar microscopicamente el sedimento utilizando como contraste la tinta china, pueden visualizarse
numerosos criptococos, aunque éstos pueden estar ausentes, lo que ocurre sobre todo si la lesion es
cerebral. La sensibilidad de la tinta china es baja, ya que sélo es positiva aproximadamente en un 50%
de los casos. Tiene gran interés diagndstico la deteccion de antigeno de criptococo en el sobrenadante.
La lesion solida del SNC es mucho menos frecuente, y se describe en un 5% aproximadamente de los
casos; se presenta como tumoraciones o abscesos en el cerebro o el cerebelo, y se conocen con el nom-
bre de criptococomas.

La mayoria de los pacientes con meningitis criptocdcica tienen enfermedades graves subyacentes:
leucemia, enfermedad de Hodgkin, linfomas, cdncer sélido, sarcoidosis, silicosis, diabetes y, en la actua-
lidad, un gran numero de enfermos que padecen el SIDA. En SIDA la meningoencefalitis se presenta
en 60% y es de evolucion rapida, en dos semanas la mortalidad es muy alta.

La evolucion clinica es variable; en la época anterior a la anfotericina B, era indiscutiblemente
mortal en 2-6 meses, dependiendo de la enfermedad subyacente. Algunos casos pueden evolucionar 1
0 mas afos.

CRIPTOCOCOSIS CUTANEA Y MUCOCUTANEA

Las lesiones cutaneas se presentan en un 10 a 15%; son tnicas o multiples, en cualquier locali-
zacion, pero predominan en cara, cuello y térax. La morfologia es muy variada, hay papulas, papulo-
pustulas acneiformes, furunculoides o moluscoides, nodulos, placas verrugosas o zonas de celulitis o
hipodermitis (paniculitis), incluso con vesiculas, lesiones purpuricas o tlceras con bordes violdceos y
dolorosos a la palpacién que pueden llegar a tejido celular y estan cubiertas de costras escaras; cicatri-
zacion espontidneamente o persisten con tendencia a fistulizar.

CRIPTOCOCOSIS DISEMINADA

Ademais de la criptococosis del SNC, que es el foco principal en la diseminacion a partir del
pulmon, pueden producirse localizaciones en cualquier érgano o viscera: higado, rifion, bazo, ganglios
linfaticos, préstata y suprarrenales.

La prostata se considera que puede constituir un reservorio de los criptococos, lo cual explicaria
las frecuentes recidivas, principalmente en enfermos inmunodeprimidos.

La afeccion ocular puede ser secundaria a otras localizaciones, relacionarse con transplante de
cérnea o queratoplasia

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

El diagnostico de la criptococosis se basa en la observacion al microscopio de las tipicas levadu-
ras encapsuladas, en el cultivo de las mismas en medios adecuados, y en la demostracion en liquidos
biologicos de los antigenos capsulares.

Para el examen directo se toma exudado, esputo o tejido cerebral; si se trata de LCR u orina
deben centrifugarse; se realiza con tinta china o diluida en agua (1:5) y el criptococo se muestra fa-
cilmente como levaduras de 4 a 8 micas de diametro, rodeadas por una capsula mucoide de 1 a 10
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micras de espesor y que no se colorea con tinta china y semeja un espacio claro; ocasionalmente hay
seudofilamentos

La cdpsula polisacarida no toma los colorantes habituales como el de Giemsa, Gram y otros
mas especificos de hongos (PAS, Grocott); por tanto, su demostracion se efecttia bien por contraste
negativo (espacio claro alrededor de las levaduras), por el uso de la tinta china que, mezclada con el
LCR, confiere a la preparacién un contraste oscuro sobre el que se destaca la levadura con su capsula.
Esta tincion de contraste tiene su mayor aplicacion en el caso de las meningitis.

En otros materiales, como esputo y biopsias, la presencia de la capsula determina que se aprecie
una zona clara alrededor de levaduras que estan separadas entre si. La confirmacion de que se trata de
levaduras se consigue observando la gemacion Los cultivos se obtienen en 24-72 horas en medios libres
de cicioheximida, que inhibe por completo el desarrollo de C. neoformans, como el agar de Sabouraud
con cloranfenicol o sin ¢él, el agar-cerebro-corazon, el agar-sangre, o el medio de Ruiz Castaiieda para
hemocultivos. Las colonias son lisas, mucoides, blanco-amarillentas y microscépicamente se observan
levaduras con capsula, aunque en resiembras sucesivas ésta disminuye y puede llegar a desaparecer. C.
neoformans tiene la particularidad de producir pigmento melanoide cuando se cultiva en medios ricos
en compuestos fenolicos, como el del 4cido cafeico, semillas de girasol; estos medios diferenciales son
utiles para los aislamientos a partir de la naturaleza, aunque también se usan con muestras clinicas. Si
la cepa produce cipsulas peuefas se estimula su produccoiéon mediante siembra en agar chocolate e
incubacién a 37°C en atmosfera de CO2. Ocasionalmente produce pseudohifas.

Cryptococcus no fermenta los azticares; esto se prueba con facilidad al efectuar la prueba en gluco-
sa; asimila dextrosa, galactosa, maltosa y sacarosa. En agar “corn meal” pierde los micelios. Es positivo
para ureasa, es decir, hidroliza la urea y aumenta el pH; para esta prueba se puede utilizar el medio
urea-indol que se emplea para enterobacterias (a 37°C) el rojo fenol, de color amarillo, cambia a rojo
violaceo en 3 a 6 hs por formacion de carbonato de amonio.

C. neoformans es el iinico género que presenta la enzima fenoloxidasa, esta prueba se puede reali-
zar al hacer el cultivo en un medio con semillas pulverizadas de Guizotia abssinica (medio de Staib o agar
de semillas de niger o agar 4cido cafeico) donde adopta color ocre (fenoloxidasa +). Tambien se puede
sembrar en medio preparado con semillas de girasol.

C. neoformans se diferencia de otras levaduras no patogenas del género Cryptococcus porque uti-
liza galactosa pero no lactosa ni nitrato de potasio; crece a 37°C pero muere a 40-42°C y es patdgeno
experimental.

Tiene gran importancia diagnostica la deteccion de antigeno capsular a través de una prueba de
aglutinacion del latex que tiene fijado a su superficie anticuerpos policlonales contra los polisacaridos.
El latex se utiliza para detectar y cuantificar los niveles de antigeno en LCR, suero, orina y, m4s rara-
mente, otros fluidos. La sensibilidad de la prueba del litex en la meningitis criptocécica es muy alta,
de mas del 90%. En sangre, los niveles suelen ser mucho menores. Se han descrito falsos positivos en
infecciones por Trichosporon beigelii, en la histoplasmosis, peniciliosis y mucormicosis. La cuantificacién
del titulo de antigeno de criptococos es ttil de cara al seguimiento de la evolucion, ya que dicho titulo
desciende si la respuesta terapéutica es buena y aumenta, dias o semanas antes de que se produzca
una recaida. En suero y LCR se realizan pruebas para la deteccién de anticuerpos (anticuerpos fluo-
rescentes indirectos) positivos en 77% a 99%; fijacion de complemento y ELISA. Una prueba positiva
es altamente sugestiva de enfermedad diseminada y los titulos se correlacionan con la gravedad de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento. El aumento de anticuerpos con disminucion de antigenos
indica buen pronostico.

En el LCR las alteraciones son leves; hay incremento de la presion, leucocitosis predomiante-
mente linfocitaria, aumento de proteinas y en 50% hipoglucorraquia.

En SIDA la meningoencefalitis se acompaiia casi siempre de cuentas linfocitarias CD4 menores
a 100, su deteccion en LCR se logra en un 75%; hay disminucion de leucocitos y aumento de la presion
con ligeras anormalidades de proteinas y glucosa.

Las radiografias de térax muestran condensacion en bases pulmonares, infiltrados alveolares
o intersticiales, o miliares, lesiones en moneda, o cavidades, asi como derrame pleural; en huesos se
observan lesiones liticas sin periostitis. La tomografia de cabeza puede ser anormal, con lesiones paren-
quimatosas e hidrocefalia; se pueden observar masa de aspecto tumoral, abscesos o lesiones quisticas.

En todo paciente con crptococosis deben practicarse pruebas de anticuerpos HIV.
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Cryptococcus ha sido dividido en 6 genotipos de acuerdo con diferentes combinaciones de sus
cuatro bandas mayores. En la detecciéon del polimorfismo han sido utiles: electroforesis enzimatica de
multilocus, cariotipo eletroforético, “fingerprinting”, reaccion en cadena de polimerasa (PCR), y el
analisis de polimorfismo del DNA amplificado con cebadores arbitrarios (RADP), random amplified
polymorphic DNA).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Las formas pulmonares, con histoplasmosis, coccidioidomicosis, y neoplasias; las cutdneas, con
acné, foliculitis, molusco contagioso, actinomicosis, micobacteriosis, ectima, hipodermitis, vasculitis,
pioderma gangrenosa. También con meningitis tuberculosa, carcinomatosis meningea o enfermedades
virales; en huesos, con coccidioidomicosis.
El estudio micoldgico debe diferenciarse de Candida, Malassezia, Histoplasma y Blastomyces derma-
titidis.

TRATAMIENTO

La asociacion de AMB y 5-FC resulto ser mds eficaz que el uso de AMB exclusivamente, redu-
ciendo ademis la toxicidad renal de este antifungico. Aunque se han empleado otros antifiingicos,
como el miconazol intravenoso y el ketoconazol oral, las tinicas alternativas que parecen ser validas has-
ta el momento son el itraconazol y el fluconazol; este tltimo azélico por los elevados niveles que alcanza
en el LCR. A pesar de cualquiera que sea la pauta de tratamiento, el 6,9% de los enfermos de SIDA
no responden y la mortalidad es muy elevada. Los resultados con los nuevos azélicos representan una
alternativa, aunque por el momento parece estar limitada a los enfermos sin SIDA o no gravemente
inmunodeprimidos, o bien a los que no toleran el tratamiento convencional con AMB y 5-FC.

PRONOSTICO

Las formas primarias, pulmonares y cutdneas pueden curar sola; hay formas cutaneas y dseas
cronicas y lentamente progresiva; la evolucion de la enfermedad pulmonar es muy variable. Los casos
meningeos y en SIDA son letales, con mortalidad de 75% a 100%. La afeccién prostética es importan-
te, pues puede ser un reservorio durante el tratamiento. En el pulmon se puede observar colonizacion
asintomatica.

PREVENCION

Los excrementos de palomas supuestamente contaminados se mezclan con tierra o se exponen
a la luz. Criptococosis es mas frecuiente en SIDA, en negros, varones o ante el uso de drogas intrave-
nosas. El riesgo en pacientes HIV, es mayor con cuentas de linfocitos CD4+ <100/ul. Los triazoles pre-
vienen en adultos y adolescentes con cuenta de linfocitos CD4+ <50/ul, sin embargo es incierto: si se
afecta supervivencia, el costo-efectividad o el impacto de la sensibilidad de otros hongos a los antifungi-
cos; el fluconazol es el medicamento recomendado en inmunosuprimidos. Estan en experimentracion
las vacunas y anticuerpos monoclonales; se ha desarrollado una vacuna conjugada con toxoide tetanico
y glucuronoxilomanano en modelos animales
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Prueba de la tinta china

Colonias de C. neoformans
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CAPITULO 6

INFECCIONES SISTEMICAS POR LEVADURAS LIPOFILAS

Malassezia furfur es una levadura lipofila causante de la pitiriasis versicolor, una micosis que afec-
ta la zona mas superficial de la epidermis, causando alteraciones en su pigmentacion y descamacion.

La mayoria de los individuos adultos normales y una proporciéon importante de nifios son por-
tadores asintomaticos de la fase no filamentosa de este hongo, denominada por algunos autores Piti-
rosporum orbiculare. A partir de 1979, en que una levadura identificada como P. ovale fue aislada del
liquido de didlisis peritoneal en un enfermo con historia de peritonitis recurrente, este hongo ha sido
responsable de infecciones sistémicas habiéndose aislado también de sinusitis, tejido pulmonar y, mas
frecuentemente, de sepsis relacionada con el catéter y nutricion parenteral.

En los ultimos afios se ha observado un numero creciente de hemocultivos positivos para este
hongo, principalmente en nifios prematuros y adultos con enfermedades subyacentes graves. En estos
pacientes existe un elemento comun: la existencia de un catéter venoso central y la administracion
prolongada de suplementos caléricos a base de lipidos, por via intravenosa.

La colonizacién cutanea por M. furfur en prematuros es favorecida por la baja edad gestacional,
el tiempo de estancia en una unidad de cuidados intensivos y factores externos, como la aplicacion de
aceite de girasol a la piel de los pacientes para evitar su desecacién.

En el escaso numero de adultos con hemocultivos positivos, las enfermedades subyacentes mas
comunes fueron: enfermedad de Crohn, anemia aplasica y trasplante de médula dsea con reaccion in-
jerto contra huésped, pancreatitis hemorragica y etilismo, adenocarcinoma, diverticulitis e intervencio-
nes del tracto digestivo repetidas. La sintomatologia asociada con la sepsis no es especifica; en neonatos
se observa fiebre, trombocitopenia, infiltrados pulmonares y hepatoesplenomegalia. En prematuros
es frecuente la bradicardia, leucocitosis y trombocitopenia. Los adultos pueden presentar fiebre como
signo exclusivo. La M. furfur también se ha aislado en casos asintomaticos.

En cuanto al diagndstico, debido a la lipofilia de esta levadura, no es posible su aislamiento en
medios convencionales para hongos y bacterias. Se recomiendan los siguientes métodos: la preparacion
de la sangre segtin el sistema de lisis-centrifugacion y la siembra del sedimento en agar-Dixon o agar-
Sabouraud, con el afnadido de aceite de oliva estéril. El medio de Dixon contiene monoestearato de
glicerol y Tween-80. El hemocultivo no se considera adecuado para registrar el crecimiento de M. furfur.
Es conveniente realizar el cultivo de la punta del catéter venoso utilizado para administrar la emulsion
de lipidos. Algunos autores recomiendan realizar la extraccion de sangre para el cultivo a través del ca-
téter. La siembra del fluido lipidico no ha permitido aislar este hongo a pesar de multiples intentos. La
identificacion viene dada por las caracteristicas de lipofilia y el aspecto microscopico. (Laminas1; 2)

TRATAMIENTO

El tratamiento adecuado es la extraccion del catéter venoso central y suspender, de ser posible,
la administracion de la emulsion lipidica. El papel de los antifungicos es discutible; algunos autores
recomiendan emplear la anfotericina B, mientras que otros prefieren los azoles, como el miconazol o el
ketoconazol oral, ya que ambos serian igual de eficaces que la AMB sin la nefrotoxicidad de esta.
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CAPITULO 7

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA LA IDENTIFICACION
HONGOS LEVADURIFORMES

Las levaduras comprenden un gran niimero de microorganismos ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Se las puede encontrar en la piel de las frutas, granos, miel, materia organica que contenga
hidratos de carbono, en el suelo, aire, mar y también como parte de la flora habitual de mamiferos en
zonas como la piel, mucosa digestiva y genital.

Muchas de las especies de levadura son utiles para el hombre, tal como las que se emplean la
produccion de cerveza, vino, pan y otros alimentos nutritivos. Mientras que otras especies son perju-
diciales ya que descomponen alimentos, deterioran fibras textiles o causan enfermedades a las plantas,
animales y hombres.

Las levaduras pueden ser definidas como hongos unicelulares que se pueden reproducir sexual
y asexualmente; carecen de clorofila y por lo tanto son heterétrofos, es decir viven a expensas de otros
seres vivos (parasitos), o sobre materia organica muerta (saprofitos).

Dependen para obtencién de energia, como las plantas y animales de la desasimilacion oxidativa
aerobica y de la fermentacién anaerébica.

Las células pueden ser esferoidales, elipsoidales, ovoideas, cilindricas, alargadas, en forma de
luna, etc. Estas caracteristicas se pueden emplear para diferenciar los géneros, como asi también el tipo
de reproduccién vegetativa como brotacion monopolar, multipolar o por fision, también la formacion
de pseudomicelio o verdadero micelio, entre otras.

Sus dimensiones pueden variar segun la especie, nutricion y otros factores, pero oscila entre 1 a
5 p de ancho por 1 a 10 p de largo.

Tenidas con Gram, son Gram positivas. Su pared celular esta constituida por macromoléculas:
manan, glucin y proteinas, la mayor parte en forma de glicoproteinas.

Existen 623 especies conocidas de levaduras distribuidas en 60 géneros taxondmicos de las cua-
les solo aproximadamente 20 especies son capaces de producir enfermedades en humanos y animales,
por las que se le han considerado de interés médico. Dentro de ellas, las més frecuentemente aisladas
como agentes causantes de infecciones humanas son: Candida albicans y otras levaduras del género
Candida entre las cuales podemos mencionar a la C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C guillermondii,
C. glabrata. Otros hongos levaduriformes importantes son el Cryptococcus neoformans, Malassezia spp,
Geotrichum spp, Trichosporon beigelii, Rhodotorula rubra, Rhodotorula glutinis.

REPRODUCCION
A. ASEXUAL O VEGETATIVA: FASE ANAMORFA

Pueden reproducirse por distintas formas: a) brotacion, b) fisién, ¢) mecanismos especiales, d)
forma de hifas.

A) BroTACION

El proceso se inicia cuando las células madres emiten un conducto tubular desde una vacuola
nuclear hacia un punto periférico proximo a la misma, donde se forma una pequefia evaginacion ¢ pro-
tuberancia sobre la superficie externa de la célula madre. Una vez que el brote ha alcanzado el tamafio
de la célula madre se separa sin formacion de un tabique. El brote se puede producir en determinados
sitios de la célula madre, segiin el grupo de levaduras al que corresponde, pudiendo estar restringida
a:

- Un solo polo: brotacion monopolar. Ej. Malassexia spp.

- Los polos distales de la célula madre: brotacién bipolar. Levaduras apiculadas.

- Distintos sitios de célula madre: brotacion multipolar o multilateral. La mayoria de las levadu-

ras de interés médico presentan este tipo de brotacion.
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Y b & J L

B) FisioN

Implica la duplicacién de las células madres mediante el crecimiento de las paredes celulares
para formar un septo transversal que divide el eje mas largo de la célula para formar artrosporas, las
células luego se elongan vy se repiten el mismo proceso. Ejemplo de levaduras que se reproducen por
fision: Schizosacharomyces spp, Trichosporon spp.

‘& T o /|

C) FORMAS ESPECIALES
Una forma de reproduccion vegetativa es la formacién de conidios sostenidos por un péndulo
de estructura tubular. Ej. Levaduras del género Sterigmatomyces.

o D

Otra forma es la formacion de balistosporas o esporas de descarga, son generadas por las células
vegetativas y descargadas en el aire por el mecanismo de gota. Ej. Sporobolomyces.

J

D) FORMACION DE PSEUDOHIFAS O HIFAS VERDADERAS

Algunas levaduras también pueden reproducirse por la formacion de estructuras mas o menos
filamentosas, pudiendo ser estas hifas verdaderas o pseudohifas. Las denominadas pseudohifas o pseu-
domicelio se refieren a la formacion de cadenas de células elongadas que se originan por gemacion.

A su vez el pseudomicelio puede ser rudimentario y limitarse a una cadena de células elongadas
de tamano semejante, ¢ estar bien desarrollado y formado por células diferenciadas elongadas que pro-
ducen blastosporas dispuestas en formas caracteristicas y regulares. La disposicion de las blastosporas
fue usada antiguamente como caracter taxonémico pero debido a la existencia de tipos taxondmicos
intermedios y a la gran variacion que sufren se ha dejado de usar.

En la practica es dificil distinguir un pseudomicelio de un micelio verdadero o de formas inter-
medias. Ademds en un mismo cultivo pueden aparecer todas estas formas a la vez. Para poder diferenciar-
los existen tres criterios basados en la observacion de la célula terminal de la estructura hifal:

1° CRITERIO

Micelio: las hifas verdaderas generalmente son refrictiles. El septo es recto, generalmente grueso
y refrictil.
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Pseudomicelio: no tiene septos discernibles y los extremos de las células intercalares son curvos

2° CRITERIO

Micelio: la mayoria de las células terminales son considerablemente mas largas que las adyacen-

y no refractiles.

tes.
Pseudomicelio: las células terminales por regla general son mas cortas o aproximadamente igua-

3° CRITERIO

Micelio: las hifas verdaderas no muestran constriccion (o es muy pequefia) en el septo o en el
punto donde se va formando el septo.
Pseudomicelio: marcada constriccion en el septo.

7 7

Algunos géneros producen simultdneamente hifas y pseudohifas, por ejemplo Trichosporon.
Otras estructuras de propagacion del ciclo sexual son: artrosporas o artroconidias que se produ-
cen por rotura o desarticulacion de micelio en cada una de las células.

les a las adyacentes.

B. REPRODUCCION SEXUAL: FASE TELEOMORFA

Mediante la formacién de ascos o basidiosporas. La caracteristica de los ascos y ascosporas son
un criterio taxonémico de gran importancia a nivel de género y especie.

Cuando las levaduras desarrollan en medios liquidos pueden formar anillos, sedimentos pelicu-
las, etc.

En medio sélido las colonias pueden ser mucoides, friables, adherentes, rugosas, suaves, com-
pactas, extendidas, etc.

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

La utilizacion de los compuestos organicos como fuente de energia puede hacerse por dos vias
diferentes: via oxidativa y via fermentativa.

En la via oxidativa o metabolismo respiratorio: el oxigeno es el aceptor final de electrones y solo
ocurre en aerobiosis. Las levaduras no fermentadoras solo tienen este tipo de metabolismo.

En la via fermentativa anaerobica: algunas levaduras forman como producto final de su meta-
bolismo etanol y dioxido de carbono mientras que otras forman acido lactico a partir de la glucosa. Es
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decir que pueden producir fermentacién alcohdlica y fermentacion lactica. En ambas fermentaciones
se produce la oxidacion parcial del compuesto organico y se libera tinicamente una pequeia cantidad
de energia produciéndose ambas en anaerobiosis. Para la levadura el producto crucial es el ATP, siendo
el dioxido de carbono y etanol productos de desecho. Para el hombre en cambio, esto no es asi, ya que
para la industria de la cerveza, la fermentacion anaerdbica de la glucosa por las levaduras es el medio
para obtener etanol y para la industria panadera lo es para obtener el diéxido de carbono.

Las propiedades fermentativas y oxidativas de las levaduras han permitido desarrollar técnicas
que son la base de la descripcion de las levaduras.

Es importante tener en cuenta que:

a) toda levadura que utiliza fermentativamente un hidrato de carbono lo puede usar también

oxidativamente.

b) no todos los carbohidratos utilizados oxidativamente (asimilado), son siempre ocupados fer-

mentativamente.

¢) una levadura capaz de fermentar glucosa es capaz de fermentar cualquier aztcar.

d) una levadura que no puede fermentar glucosa no puede fermentar otro azucar.

OTRAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS
¢ Osmofilia: las levaduras toleran altas concentraciones de aztcares por ello pueden alterar
alimentos desecados, descomponer jarabes, almibares, etc.
e Termofilia: la mayoria de las levaduras tienen una temperatura 6ptima de crecimiento, pero
sin embargo hay excepciones. Las levaduras de regiones polares crecen poco a 20° C, pero desa-
rrollan bien a 4°C.

IDENTIFICACION DE LEVADURAS

La marcha de identificacion de levaduras puede variar desde unos pocos test simples para iden-
tificacion presuntiva de Candida albicans y Cryptococcus neoformans, a una gran variedad de pruebas ne-
cesarias para identificar definitivamente a todas las levaduras comtnmente aisladas en los laboratorios
de micologia (Esquema Ne1).

PRUEBAS PARA IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE LEVADURAS
¢ Crecimiento a 28°Cy 37°C.
* Prueba de filamentacion para C. albicans.
 Prueba de formacién de pseudomicelio, micelio verdadero y clamidosporas para C. albicans
¢ Crecimiento en medios cromogénicos CHROMagar Candida.

PRUEBAS PARA IDENTIFICACION DEFINITIVA DE LEVADURAS
a) Caracteristicas de la reproduccion vegetativa:
¢ Crecimiento en agar morfologia para macromorfologia
¢ Crecimiento en extracto de malta (medio liquido), para estudio micromorfolégico
¢ Cultivo en ldmina o microcultivo, para estudio micromorfologico
b) Caracteristicas de la reproduccion sexual:
¢ Produccion de ascosporas.
c) Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas.
¢ Ensayo de fermentacion de glucosa, sacarosa, galactosa, maltosa y lactosa. (Zimograma).
¢ Ensayo de asimilacion decompuestos carbonados (Auxonogama).
¢ Ensayo de asimilacion de compuestos nitrogenados (Auxonogama)

DISCO DE FLUCONAZOL

Esta prueba de difusién en medio sélido sirve tnicamente para confirmar ante la sospecha de
una macro y micromorfologia compatibles con C. krusei.

Se debe tener en cuenta que se puede observar halos iguales o0 menores aun, si se esta frente a
alguna levadura que haya desarrollado resistencia secundaria. (Ej: C. glabrata, C. albicans).
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PROCEDIMIENTO:
e Preparar un inéculo comparando con el 0,5 Mc Farland a partir de un cultivo de 24hs.
e Sembrar una placa con medio Miiller Hinton + azul de metileno + glucosa.
¢ Colocar el disco de Fluconazol de 25pg.
e Incubar a 37°C..
Leer a las 24 hs.
Halo < 14 indica resistencia al Fluconazol.

Figura N°5. Antifungigrama con distintos discos de antiftingicos
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Esquema N°2: Esquema de identificacion y diagrama diagnostico para las levaduras
frecuentemente aisladas en muestras clinicas

Material Clinico

¥ 3
¥ 3
En fresco con En fresco con ‘ En agar Sabouraud 4% y agar hongos y levaduras
tinta china KOH 20%
] I =) )
0, 0,
Levadura Pseumicelio y/o 28°C srec
capsulada levaduras

Colonia color salmén ,
l : ‘ Rhodotorula sp 2-5 dias
Probable Cultivo ‘

C. neoformans L
I Colonias humedas, Colonias mucoides o
cremosas o friables cremosas

1 1

Reaislar en agar
morfologia

Tinta china: capsula
ureasa (+)
fenoloxidasa (+)

!

Cryptococcus
neoformans

Sembra en
Chromagar Candida

[Test de filamentacién]
1

¥ } l
) )
' ' Colonias colo:
Probable Clamidosporas Rosa: C. krusei
C. albicans Azul: C. tropicalis

Verdes: C. albicans
(+) Q)

— =

Probable Marcha
C. albicans identificatoria

definitiva

DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS

A) CRECIMIENTO A 37°C

Algunos hongos y levaduras pueden crecer a 28°C y 37°C. Generalmente un hongo que no pue-
de crecer a 35°C-37°C es un contaminante, en cambio si puede hacerlo es probable que acttie como
oportunista invasor.

PROCEDIMIENTO:
Sembrar la cepa en dos tubos de agar Sabouraud e incubar, uno a 37°C y el otro a 28°C.
Observar el tubo a 37°C a los 4 dias y luego semanalmente hasta que se observe crecimiento en
el tubo control a 28°C.

INTERPRETACION:

El resultado es positivo cuando se observa igual o mayor desarrollo en el tubo a 37°C que en el

de 28°C.

50



IDENTIFICACION DE HONGOS LEVADURIFORMES DE INTERES MEDICO

B) TEST DE FILAMENTACION
PROCEDIMIENTO:

Realizar una suspension ligera de un cultivo de 24 hs de la cepa en estudio en 0,5ml de suero hu-
mano inactivado a 56°C durante 30 min. Tocar la superficie de una colonia con un ansa y emulsionar
en el suero. Incubar luego a 37°C y observar microscopicamente cada media hora hasta las tres horas.

Es necesario incubar un testigo positivo (C. albicans) y uno negativo (C. guillermondii u otra)

INTERPRETACION:

El tubo germinativo se ve como una proyeccion filamentosa delgada que no presenta constric-
cion en el punto de origen.

Esta prueba se considera la mas confiable para identificar presuntivamente a la C. albicans, tiene
una exactitud de 95-100% cuando se la compara con la identificaciéon convencional.

i

¢) PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS: MICROCULTIVOS EN LAMINA
Esta técnica se utiliza para la observacion de micelio, pseudomicelio y clamidosporas, que son
esporas de resistencia, redondas, refringentes, de pared engrosada y ricas en lipidos.

PROCEDIMIENTO:

Preparacion de las placas de microcultivo y siembra:

Colocar en una caja de Petri una varilla de vidrio o de acero inoxidable doblada en forma de U
y depositar sobre ella un portaobjetos limpio. Esterilizar por calor seco.

Colocar unos mililitros de agua estéril en el fondo de la placa o bien humedecer un algodén
estéril. Luego fundir harina de maiz + tween 80 al 2% o bien agar leche al 0,1% y con una pipeta estéril
colocar 2,5ml del medio sobre el portaobjetos y dejar solidificar.

Inocular usando ansa aguja, para ello se toca una colonia y se hace una linea cortando el agar.

Colocar sobre la linea de siembra un cubreobjetos. Incubar a 25°C durante 4 a 5 dias.

Observar al microscopio 6ptico en 40x en busca de micelio, pseudomicelio y clamidosporas.

Se debe hacer una descripcion completa de toda caracteristica de interés.

INTERPRETACION:

La formacion de clamidosporas es caracteristica de C. albicans, pasados los 5 dias el ensayo no es
apto ya que otras levaduras pueden formar clamidosporas (T. cutaneum). Las clamidosporas se observan
como estructuras terminales o intercalares redondas, refringentes y de pared engrosada.
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D) StEMBRA EN CHROMAGAR CANDIDA
El CHROMagar es un medio de cultivo cromogénico de identificacién presuntiva de Candida
albicans. Puede identificar presuntivamente también C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata en 72 hs de incu-

bacion a 30°C.

INTERPRETACION:
Colonias color verde: Candida albicans
Colonias color azul: Candida tropicalis
Colonias color rosado: Candida krusei
Colonias color rosa a blancuzco: Otras especies de Candida
Estas caracteristicas se pueden observar en la Figura N°6.

Figura N°6. Crecimiento en CHROMagar Candida

E) CRECIMIENTO EN MEDIOS SOLIDOS: COLONIAS GIGANTES

Se emplea para lograr el desarrollo de una macro colonia a partir de las cual se pueda describir
la velocidad de crecimiento y sus caracteristicas macroscopicas.

Para este estudio se puede utilizar agar extracto de malta o agar de peptona - extracto de levadura

2%.

PROCEDIMIENTO:
Colocar el medio de cultivo en cajas de Petri y dejar solidificar.
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Inocular estérilmente, con un fragmento de cultivo de la cepa en crecimiento activo, el centro de
la superficie del agar tratando de que quede bien adherida.

Sellar los bordes de la placa con cinta adhesiva para evitar la entrada de esporas del aire.

Incubar la placa en posicion invertida durante 7 a 10 dias hasta 4 semanas, luego de la cual se
observan las caracteristicas culturales.

Las caracteristicas culturales a observar son las siguientes:

e Textura: mucoide, coherente y firme (opaca), butirosa (brillante y humeda)
¢ Color: blanco, crema, salmon.

¢ Superficie: brillante o mate, sectorizada, estriada, cerebriforme, rugosa, vellosa.
¢ Elevacion: plana y extendida, elevada y limitada, umbilicada.

Plana y extendida ————  -ii——

Elevaday limitadap——  __ —onaiie.

Umbilicada pb——— __A_

* Margen o borde: liso o entero, lobulado, ondulado, rizoidal, desflecado.

Liso o entero Lobulado Ondulado Rizoidal Desflecado

e Forma: circular, irregular, filamentosa, rizoidal.

Circular Irregular Filamentosa Rizoidal

A. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LA REPRODUCCION VEGETATIVA. MI-
CROMORFOLOGIA

1) CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO: EXTRACTO DE MALTA O SABOURAUD 4% LIQUIDO.

Permite la observacion rutinaria de las caracteristicas micromorfoldgicas de las levaduras: blasto-
conidias, artroconidias, pseudomicelio y el tipo de brotacion: monopolar, multipolar o por fision

PROCEDIMIENTO:

Inocular un cultivo joven y en crecimiento activo (48 hs) de la cepa a estudiar en el medio liquido.
Incubar de 2 a 3 dias a 25-28°C, luego examinar los cultivos y anotar las siguientes caracteristicas:
e Forma y tamano de las células: redondas, ovaladas, alargadas, etc.

* Modo de reproduccion vegetativa: fision, brotacion, monopolar, dipolar o multipolar.
¢ Disposicién de las células: aisladas, impares, cadenas.
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e Presencia de capsulas
¢ Formacion de anillos, sedimentos o peliculas.

2) MICROCULTIVO EN MEDIO SOLIDO
Es el mejor método para observar la morfologia y disposicion microscépica de las distintas es-
tructuras fungicas, en caso de C. albicans se puede observar la formacion de clamidosporas.

PROCEDIMIENTO:
a- Preparar y esterilizar un esquema como se observa en la figura.
b- Agregar sobre el portaobjetos 2,5ml de medio de cultivo. Por ejemplo, Sabouraud.o Agar
leche con tween 80
¢ Sembrar en linea transversal al portaobjetos.
d- Cubrir con cubreobjetos previamente flameado.
e- Humedecer la base de la placa, para formar una camara htimeda.

f- Incubar a 28°C, 3 a 5 dias.

En el esquema Ne° 3 se puede observar el microcultivo en lamina.

Cubreobjetos

Medio de cultivo

\ Portaobjetos

Linea de siembra

Esquema N° 3. Microcultivo en lamina.
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Candida tropicalis

Candida krusei Candida guillermondii

Candida lusitaniae

Imagen N° 1. Micromorfologia de Candida tropicalis, C. parapsilosis,
C. krusei, C. guillermondii, C. lusitaniae.

B. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS SEXUALES

1) FORMACION DE ASCOS Y ASCOSPORAS

La formacion de ascos y ascosporas se estudia en una gran variedad de medios especiales tales
como: agar Gorodkowa, agar acetato, agar extracto de malta, agar harina de maiz, cufias de zanahorias,
papa, etc.

PROCEDIMIENTO:
- Llevar la cepa a un estado de crecimiento activo.
- Sembrar varios medios de esporulacion.
- Incubar a 25°C durante tres dias y observar al microscopio presencia de esporas.
Si el material no ha esporulado se conserva 4 a 6 semanas.
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La formacion de ascosporas se puede verificar mediante coloraciones de Wirtz o de carbolfucsi-
na modificada por Kufferatth.
Observar las siguientes caracteristicas:

Forma del asco: Asco dehiscente o persistente.

FORMA DE LAS ASCOSPORAS:

Redondas
Redondas y verrugosas
y lisas o apiculadas Sombrero

s pre e Saturno Aciculadas

C. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS.

1) FERMENTACION DE COMPUESTOS CARBONADOS (ZIMOGRAMA O FERMENTACION)

Las pruebas de fermentacion se basan en la propiedad que tienen ciertas levaduras de utilizar
azlcares en anaerobiosis, con produccion de acidos organicos y CO2. Esta propiedad varia desde una
fermentacion vigorosa a ausencia de fermentacion segun los géneros de levaduras que se traten.

Generalmente es suficiente estudiar la fermentacion de glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa y
lactosa.

PROCEDIMIENTO:
Inocular cada tubo del medio de fermentacién con los azticares al 2% y una campanita de Dur-
ham, con 0,Iml de suspensién de levaduras o bien usar tapon vas-par estéril. Incubar a 28°C y leer a

los 3, 7,15 y 21 dias.

INTERPRETACION:

Observar la acumulacion de gas (CO2, producto de la fermentacion) en la campanita de Dur-
ham, o desplazamiento del tapon.

Dependiendo del tiempo requerido para la formacion de gas visible, se anota la fermentacion
del azticar como:

¢ Fuerte: campanita llena de gas a los tres dias.

e Débil: campanita con1/3 de gas a los tres dias

¢ Muy débil: campanita con una sola burbuja de gas en tres dias.

* Negativo: no fermenta
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2) ASIMILACION DE COMPUESTOS CARBONADOS (AUXONOGRAMA O ASIMILACION)
Este test se basa en la capacidad que tienen las levaduras de utilizar oxidativamente (asimilacion)
diferentes derivados hidrocarbonados y fuentes nitrogenadas organicas e inorgénicas.

PROCEDIMIENTO:

Fundir cinco tubos de medio base para fuentes de carbono en bailo Maria, enfriar a 45-50°C y
mantener a esa temperatura.

Preparar una suspension densa de la cepa en estudio agregando a un cultivo de 48 hs, 4,5 ml de
agua destilada estéril. Resuspender agitando en vortex.

Rotular cinco placas de Petri con el numero de cepa, la fecha y el medio empleado, y agregar a
cada una dos o tres gotas de solucién de vitaminas.

Agregar a cada tubo de medio base (40°C-50°C) 0,5 ml. de suspension de la cepa y agitar en el
vortex.

Volcar inmediatamente el contenido de cada tubo en cada una de las placas preparadas, rotar
luego la placa para mezclar bien y luego dejar enfriar sobre una superficie plana.

Colocar con pinza estéril,los discos cargados con las fuentes de carbono: glucosa, galactosa,
L-sorbosa, sacarosa, maltosa, celobiosa, trehalosa, lactosa, melibiosa, rafinosa, melezitosa, Dxilosa, L-
arabinosa, D-ribosa, D-manitol, inositol, almidon, L-ramnosa, eritritol, acido citrico.

Incubar a 25-28 © C durantes 48-72 hs. con la tapa de la placa hacia abajo.

INTERPRETACION:
La asimilacion es positiva cuando se observa un halo de desarrollo alrededor del disco.

Positiva ——— , :

PRUEBA DE ASIMILACION DE TREHALOSA

Candida glabrata fermenta y asimila la trehalosa, por lo tanto esta prueba se puede utilizar para
identificar presuntivamente esta levadura.

Otras levaduras también fermentan la trehalosa, por ejemplo C. tropicalis, por tal motivo se debe
basar en la micromorfologia para utilizar esta prueba.

PROCEDIMIENTO:

La tableta de trehalosa ROSCO contiene 2,5 mg de carbohidrato especifico y un indicador de
pH (rojo fenol), que vira al amarillo cuando la trehalosa es utilizada.

Se realiza una suspension de levaduras comparando a un 2 de Mc Farland, a partir de un cultivo
de 24hs en 200pl de solucion fisiologica estéril.

Se coloca la tableta en la suspension y se incuba a 35°C.

La lectura se realiza a partir de las 1 - 2 hs hasta 24hs. C. glabrata utiliza trehalosa y vira el indi-
cador de rojo a amarillo.

3) ASIMILACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS (AUXONOGRAMA)

Esta prueba se basa en la capacidad de asimilar fuente de nitrégeno que presentan los diversos
géneros y especies de levaduras.
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PROCEDIMIENTO:

Fundir un tubo con medio base para fuentes de nitrégeno en bailo Maria, enfriar a 40°C o 50°C
y mantener a esa temperatura.

Preparar una suspensién densa de la cepa en estudio agregando a un cultivo de 48 hs, 4,5 ml de
agua destilada estéril. Resuspender agitando en vortex.

Rotular una placa de Petri con el niumero de cepa, fecha, el medio empleado y agregar en cada
uno dos o tres gotas de vitaminas.

Agregar a cada tubo de medio base (a 45-50°C) 0,5 ml. de solucion de la cepa y agitar el vortex.

Volcar inmediatamente el contenido del tubo en la caja de Petri preparada, rotar luego la placa
para mezclar bien dejar enfriar sobre una superficie plana.

Colocar con pinza esteril los discos cargados con las fuentes de nitrogeno nitrato de potasio y
peptona.

Incubar a 25-28°C durante 48-72 hs. con la tapa de la placa hacia abajo.

INTERPRETACION:
La asimilacion es positiva cuando se observa halo de desarrollo alrededor del disco

PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS
* Crecimiento a 37°C.
e Test de tinta china

Prueba de produccion de ureasa

¢ Ensayo de la fenoloxidasa.

e Agar semilla de girasol para diferenciacion

A) OBSERVACION DE LA CAPSULA: TEST DE LA TINTA CHINA
PROCEDIMIENTO:

Se coloca una ansada de la cepa en estudio sobre un portaobjeto y se aproxima a ella una gota
de tinta china, luego se deposita un cubreobjeto sobre los mismos y en la zona de interfase se observa
al microscopio 6ptico (40x).

INTERPRETACION:

Se debe buscar la presencia de levaduras gemadas o no, de 4-20 micrones, con un halo claro
alrededor que se produce por el desplazamiento de las particulas de tinta (carbén) por la capsula de
1- 20 micrones de espesor, y que refringe contra el fondo negro del preparado.
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B) PRODUCCION DE UREASA
Se utiliza el medio agar urea de Christensen. Este contiene rojo de fenol que vira al rojo cuando
se hidroliza la urea y se libera amonio alcanzando el medio.

PROCEDIMIENTO:
Estriar la cepa incognita en el medio de cultivo y simultdneamente sembrar una cepa testigo.
Incubar a 25°-28°C durante 3 dias y observar el cambio de color del indicador.

INTERPRETACION:

La prueba se considera positiva cuando el medio vira al rojo magenta.

Si el color original no se modifica o se torna amarillo la prueba es negativa.

C. neoformans y otros Cryptococcus spp, e incluso otras levaduras producen ureasa, sin embargo C.
albicans y otras especies del género Candida no la producen.

C) PRUEBA DE FENOL OXIDASA
Se basa en la deteccién de actividad de la enzima fenol oxidasa presente en C. neoformans sobre
el sustrato L-Dopa.

PROCEDIMIENTO:

Colocar tres tiras de papel previamente embebidas con L-Dopa dentro de una placa de Petri
estéril.

Prehidratar las tiras con buffer fosfato.

Colocar sobre una de las tiras la cepas en estudio y las otras una cepa de C. albicans (control
negativo) y otra de C. neoformans (control positivo).

Incubar en cAmara himeda a 37° C.

Examinar a intervalos de 30 minutos hasta la aparicién de pigmento marrén en el control po-
sitivo.

INTERPRETACION:
La produccién de un pigmento pardo indica reaccion positiva y permite identificar presuntiva-
mente una cepa de Cryptococcus neoformans.

D) CULTIVO EN AGAR SEMILLA DE GIRASOL (FENOL-OXIDASA)

El medio contiene acido cafeico (extracto semilla de girasol) que permite la deteccién de la enzi-
ma fenol-oxidasa producida tnicamente por el Cryptococcus neoformans.

Esta reaccién enzimdtica da como producto final melanina, la cual es absorbida por la pared del
hongo dando un color marrén claro. Se siembra junto a un control negativo (Candida sp.) que desarro-
llara colonias color blanco.
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IMAGENES DE LA MICRO MORFOLOGIA DE DISTINTAS CEPAS DE HONGOS LEVADURIFORMES.

Figura N° 8. Clamidoconidias de Candida albicans en agar leche.con tween 80 (40x)

Figura N° 9. Micromorfologia de Candida krusei en agar leche.con tween 80 (40x)

Figura N° 10. Micromorfologia de Candida parapsilosis en agar leche y tween 80 (40x)
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Figura N° 11. Micromorfologia de Candida glabrata en agar leche y tween 80 (40x)

Figura N° 12. Micromorfologia de Candida guillermondii en agar leche y tween 80 (40x)

Figura N° 13. Micromorfologia de Cryptococcus neoformans en agar lechey tween 80 (40x)

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE MALASSEZIA

Existen varios medios descriptos para el aislamiento de estos agentes, por ejemplo: medio de
Dixon, agar Sabouraud adicionado con bilis de buey. El mas sencillo de utilizar es Sabouraud glucosa-
do adicionado con aceite de oliva en la superficie.

Las caracteristicas morfoldgicas y la necesidad de 4cidos grasos para su crecimiento en 6 de las7
especies, son las caracteristicas fundamentales del género. (Figura 14)
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Figura N° 14. Examen directo con coloracion de Giemsa.
Se observan levaduras gemantes, redondas, y filamentos tabicados.

Cuadro Ne 5. Caracteristicas de algunas especies de hongos levaduriformes de interés médico.

Especie de . , Chrom Asimilaciéon R‘e sistens
Micromorfologia Trehalosa ciaalos | urea
levadura agar azucares .
triazoles

Pseudomicelio con blastoco-

Candida nidias G,S,M, T,

albicans (3-7 x 3-14 p ) agrupadas, clami- | verde negativo Gal,,A + -
doconidias
Pseudomicelio largo ramifica- Positivo (a

Candida do, blastoconidias globosas a .

o . . partir de G, S, M,
tropicalis ovoides (3,5-7 x 5,5-10 1) sim- azul - -
. las 3 horas) | Gal.

ples o en pares multibrotadas
Pseudomicelio en forma
de cadenas ramificado con

Candida parap- | blastoconidias ovoides simples, Crema , S, M,

silosis en pares (3-4 x 5-8 p). También (NR) negativo Gal, T, A, - -
presenta células cilindricas de X, Man
mas de 20 p de largo

Candida No produ‘c - pseudorr}lceh‘o, g, Positivo
blastoconidias pequefias sim- Lila-pur- )

glabrata les (2,54 x 3.6 1) ura (a partir de | trehalosa + -
P ’ " P las 2 hs)
Conglomerados de pseudomi-

Candida celio rudimentario blastoconi- C

) ‘ . - rema .
guillermondi dias pequefias y brotantes (3-4 negativo sacarosa - -
(NR)

x5-8 )

Candida krusei Blastoconidias alargadas con
forma de habano(2-5x 4-15 1) | Rosado | Negativo glucosa +4+ -

Cryptococcus Sin pseudomicelio, levadu- . Gal, M, S,
ras redondas brotantes con - negativo .

neoformans inositol . .
capsula

Trichosporum Blastoartroconidias. clamido- Azul- negativ

beigelii conidias intercalares. violdceo cgatvo - -

Referencias. NR: no representativo. G: glucosa, S: sacarosa, M: Maltosa, Gal: galactosa, T: trehalosa,

A: arabinosa, X: xilosa, Man: Manitol

IDENTIFICACION DEFINITIVA DE LEVADURAS

METODOS COMERCIALES
Existen en el medio, métodos comerciales cada vez mds eficaces y rapidos para identificar un
elevado porcentaje de las levaduras de interés clinico. Entre ellos podemos nombrar:
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¢ ID 32C (biomerieux )

¢ API 20C AUX System (bio.merieux)
¢ VITEK YBC system (bio-Merieux)

¢ Fungychrom

* Yeast Star

e Auxacolor

¢ Rap mID Yeast Plus System.

Los procedimientos para identificacién de los hongos levaduriformes se realizan segiin indica-
ciones del fabricante.

La observacién de la micromorfoloia se debe realizar siempre, ya sea para la identificacion presuntiva
como para la definitiva.

63






CAPITULO 8

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE HONGOS LEVADURIFORMES EN LA CIU-
DAD DE POSADAS Y AREA DE INFLUENCIA

Uno de los mejores indicadores de la importancia que estan adquiriendo las micosis, princi-
palmente las infecciones invasoras, es la continua e imparable notificacion de su incremento clinico.
Debemos destacar que este aumento ha sido parejo, por una parte, a la mejora de los conocimientos,
técnicas y tratamientos médicos y quirtrgicos que han prolongado la calidad y esperanza de vida de los
seres humanos en los paises de mayor capacidad econdmica y, por otra, a la aparicién de infecciones y
enfermedades que alteran el sistema inmune, como el SIDA.

Aunque se describen con creciente frecuencia infecciones producidas por los mas diversos orga-
nismos fungicos, la mayoria de las infecciones siguen siendo producidas por dermatofitos, Malassezia,
Candida, Aspergillus y Cryptococcus. Estos tres ultimos agentes estdn asociados a infecciones invasoras con
un pronodstico mas sombrio, en parte debido a las enfermedades subyacentes que predisponen a estas
micosis y, en parte a la mortalidad directa asociada a la acciéon patégena de estos microorganismos.

La mayoria de las candidiasis estan producidas por la especie Candida albicans y el origen de la
infeccién es mayoritariamente enddgeno, al ser esta especie un componente de la microbiota oral, di-
gestiva o vaginal de un 5 a 50% de las personas. Otras especies de Candida se han asociado a infecciones
invasoras, unas con probables origen enddgeno, como C. glabrata, C. tropicalis o C. dublinensis, otras con
un origen principalmente exégeno, como C. parapsilosis, C. krusei o C. guillermondii. Aunque esta defini-
cién del origen, como muchos de los conceptos de ecologia microbiana médica, no puede establecerse
como una barrera absoluta. Uno de los problemas planteado en la etiologia de las candidiasis es el
posible aumento de las infecciones producidas por especies diferentes a C. albicans, que en principio
deben considerarse como menos sensibles al fluconazol, uno de los antifungicos mas empleados.

Las infecciones meningeas y diseminadas por Cryptococcus neoformans han estado vinculadas a
pacientes con linfomas y, mas recientemente, a enfermos con SIDA. La mortalidad de estos ultimos
pacientes atribuida a Cryptococcus era elevada. Sin embargo, las diferentes aproximaciones terapéuticas
facilitadas por un diagnotico preciso mas rapido y fiable han cambiado el escenario de esta enfermedad
(Quindss G, 2002)

No es tarea facil, otorgar desde el laboratorio el rol etioldgico a una levadura desde las diversas
patogenias que pueda causar. El aislamiento debe reiterarse, demostrar la invasion del tejido, antece-
dentes y cuadro clinico que evidencien la sospecha de su etiopatogenia.

Las infecciones causadas por hongos no son enfermedades de denuncia obligatoria; consecuen-
temente, no existen bases de datos, la tnica informacién que se dispone son casos y epidemiologias
reportadas. Si, es evidente el aumento de las infecciones fungicas causadas por levaduras, entre otras,
como un fenémeno creciente a nivel mundial. Nuestra region no escapa a esta problematica, se reporta
aqui el aislamiento, identificacion vy distribucién de especies levaduriformes provenientes de diferen-
tes muestras clinicas que llegan al servicio. Esta asistencia se brinda a instituciones vinculadas con la
salud, publica y privada, a través del Proyecto de Extensén “Aislamientos fingicos de interés médico”, desde
la Catedra de Micologia de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales dependiente de la
Universidad Nacional de Misiones.

Durante el periodo 2004-2007, se evaluaron 983 cepas de hongos levaduriformes.

Para la identificacion de los hongos levaduriformes, es fundamental obtener en primer lugar
un “cultivo puro”, a partir del cual se pueden iniciar los estudios sistematicos por sus caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y sexuales bajo condiciones estandarizadas, como ser:

¢ Formacion de tubo germinativo por Candida albicans.

¢ Formacion de clamidosporas por Candida albicans.

e Crecimiento a 28°Cy 37°C.

e Cultivo en ldmina con agar leche mas Tween 80, para estudio micromorfolégico.
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¢ Siembra en agar cromoégeno Chromagar Candida.

¢ Micromorfologia en caldo extracto de malta.

¢ Asimilacion de trehalosa para C. glabrata.

e Prueba de la ureasa.

* Siembra en agar semilla de girasol.

¢ Prueba de la tinta china para Cryptococccus neoformans.

e Test de aglutinacion de particulas de latex para Cryptococccus neoformans.

Los hongos levaduriformes estudiados fueron aislados de distintas muestras clinicas: exudados
vaginales, uiias de manos y pies, escamas de piel, hisopados de fauces, liquidos de puncion, fluidos cor-
porales entre otros. La frecuencia de aislamientos y su correlacion con las muestras clinicas se detallan
en la tabla 1.

Tabla N° 1. Muestras clinicas y aislamientos de hongos levaduriformes

Muestras clinicas Aislamientos de Levaduras

Exudado vaginal 749
Ufias de manos 69
Orina 38
Escamas de piel 35

Hemocultivos
LCR
Unas de pies

o8
—

Punta de catéter
Partes blandas
Hisopado de fauces
Esputo

Hisopado de oido
Herida abierta
Materia fecal

Hisopado balanoprepucial

Biopsia tlcera

Cemento intraprotésico

Puncion pleural

Liquido ascitico

Retrocultivo canula

Articulacién condilea
Articulacién tibial
Resto trofoblastico

Total 983

e e e e e D S S S RS S RSN E N N RO RO, o

Como puede observarse en la tabla N° 1, el mayor nimero de cepas fueron aisladas de muestras
de exudado vaginal, derivadas del Hospital Regional Dr. Ramon Madariaga, en su mayoria de pacientes
ambulatorias, con signos y sintomas de vulvovaginitis.

Asi mismo, fueron frecuentes los aislamientos de levaduras a partir de muestras de ufias, piel,
orina y hemocultivos.

Otras localizaciones arrojaron menor frecuencia de aislamientos aunque no menos importantes.
Las cepas provenientes de muestras de LCR, esputo y materia fecal, corresponieron a pacientes con
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).

Los hongos levaduriformes identificados, provenientes de las distintas muestras clinicas, se de-
tallan en la tabla Ne 2.
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Tabla N° 2. Géneros y especies de levaduras identificadas segtin muestras clinicas.

Muestras
clinicas

C.
albi-

cans

gla-
brata

C.

parap-
silosis

tropi-
calis

No
C.
albi-

cans

kru-
sei

C.
guiller-
mon-

dii

Tri-

chos-

porum
spp

Rhodo-

torula
Spp

Sa-
charo-
myces
cerevi-
ciae

Mala-

ssezia
Spp

neo-
for-
mans

Exudados

vaginales

614

87

14

11

19

Unas
manos

29

16

10

Orina

26

Escamas
piel

2

31

Hemo-
cultivos

13

LCR

Unas pies

Punta de
cateter

Puncion
pleural

Partes

blandas

Hisopado
fauces

Esputo

Hisopado
de oido

Heridas

abiertas

Materia
fecal

Hisopado
Balano-
prepucial

Biopsia
ulcera

Cemento
intraproté-
sico

Liquido
ascitico

Retro-
cultivo
canula

Articu-
lacion
condilea

Articula-
cion

tibial

Resto
trofoblas-
tico

Total

708

89

40

48

10

13

19

31

10
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En el grafico Ne 1 se puede observar la frecuencia de hongos levaduriformes aislados de distintas
muestras clinicas e identificados en género y especie.

Cryptococcus neoformans 1%

® Otros 4%
S. Cereviciae 2%

Malassezia spp 3%

C. Tropicalis 5%

C. Parapsilosis 4%

C. Glabrata 9%

e C. Albicans 72%

Grdfico N° 1. Frecuencia de hongos levaduriformes identificados en género y especie.

De acuerdo a los resultados obtenidos es manifiesta la importancia clinica de las infecciones
debida a distintas especies del género Candida (93%). Ademds de estas especies otros organismos leva-
duriforme aparecen como importantes patdégenos y cobran protagonismo, Malassezia spp, Saccharomyces
cereviciae, Cryptococcus neoformans, Trichosporum spp, Rhodotorula spp.

Candida albicans fue la especie predominante, responsable de la mayoria de las infecciones
causadas por hongos levaduriformes. En pacientes con vulvovaginitis fue el principal agente etioldgico
comprometido en un 82% de las infecciones fungicas, C. glabrata se aislo en un 11,5%. El aislamiento e
identificacion de C. glabrata merece atencién en el momento de instaurar la terapia antiftingica, pues es
menos susceptible a los compuestos azolicos que C. albicans. El aumento de la incidencia de C. glabrata
en candidiasis vulvovaginal se deberia, al uso y abuso de terapias antifingicas de corta duracién con
compuestos azolicos, ya que actuarian por un mecanismo de selecciéon. Esta especie también estaria
asociada con vulvovaginitis candidiasica cronica y recurrente. En menor proporcion se aislod C. krusei,
no por ello menos importante, debido a su capacidad de resistencia intrinseca a fluconazol. Resulta
elemental su identificacion para evitar la prictica habitual del tratamiento empirico, en especial en
aquellos casos que no responden a la terapia convencional.

C. tropicalis, fue aislada en orden decereciente y representativo, de muestras de exudado vaginal,
ufas de manos, orina, hemocultivos, partes blandas, esputo y punta de cateter. Esta especie se carac-
teriza por tener mayor capacidad invasiva que C. albicans y alta tendencia al desarrollo de resistencia a
compuestos azolicos. (Giusiano y cols, 2002)

C. parapsilosis se identificé en muestras de ufias de manos y hemocultivos principalmente. Las
nuevas técnicas de tipificaciéon molecular demostraron que esta especie se adquiere en forma exogena,
no requiere de colonizacion previa de las mucosas para producir la infeccion del torrente sanguineo,
presenta ademas, afinidad por materiales sintéticos que contribuye a explicar su asociacién a infeccio-
nes relacionadas con catéteres. Esta levadura es frecuentemente recuperada de las manos de los trabaja-
dores de la salud, guantes, instrumental y fluidos contaminados. (Mujica y cols 2004)
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Otros organismos levaduriformes no Candida albicans aparecen como patégenos y manifiestan
importancia a través de diferentes cuadros clinicos. Malassezia spp, se aislo a partir de lesiones de piel ca-
racteristicas de pitiriasis versicolor. En infecciones meningeas de origen fungico, el 90% correspondio
a Cryptococcus neoformans, vinculados a pacientes con HIV-SIDA. Saccharomyces cerevisiae ha sido aislado
en 19 muestras de exudados vaginales con manifestaciones clinicas indistinguibles de las producidas
por C. albicans, es aconsejable determinar el espectro de sensibilidad in vitro, de estas levaduras para
detectar posibles resistencias a los azoles.

En la actualidad se observa un aumento en la pluralidad de especies involucradas en las infec-
ciones fungicas. La importancia de su identidad es una herramienta fundamental para alertar sobre
los cambios epidemiologicos y de sensibilidad antifingica. Organismos que antes eran considerados
fitopatdgenos o de usos industriales hoy cobran importancia en la etiopatogenia de cuadros infecciosos
humanos.

Si bien las micosis no son entidades de denuncia obligatoria, los resultados logrados ayudaran
a establecer las medidas pertinentes tanto epidemiologicas como diagnosticas y terapéuticas, para el
adecuado control y prevencion de las patogenias producidas por hongos levaduriformes.

69






BIBLIOGRAFIA

Arenas, R. (2003)
Micologia Médica Ilustrada, Mc Graw Hill Ed. 2° Edicion.

Abi-Said, D. et al. (1997)
The epidemiology of hematogenous candidiasis caused by different Candida species. Clin Infect
Dis; 24:1122-1128.

Anaissie, E.J.; McGinnis M. R.; Pfaller, M. A. (2003)
Clinical Mycology. Elseiver Science (USA). 7:157-181.

Berenguer J. (1996)
Diagnéstico de laboratorio de la criptococosis. Rev. Iberoam. Micologia, 13: S82-S83.

Buscemi, L.; Arechavala, A.; Negroni, R. (2004)
Estudio de las vulvovaginosis agudas en pacientes adultas, sexualmente activas, con especial refe-
rencia a la candidiasis, en pacientes del hospital de infecciones Francisco J. Muiiz. Rev Iberoam

Micol. 21: 177-181,

Canteros, C.; Davel, G.; Vivot, W. (1994)

Agentes causales de onicomicosis. Rev Arg Microbiol. 26:65-71.

Cantén Moreno, R.; Sanchez-Sousa, A.; Baquero Mochales, F.
Modulo VI.Famacologia de las enfermedades infecciosas y parasitarias. Micosis superficiales. Ed.
Confederacion Farmacéutica Argentina:211-237.

Carrillo Mufioz, A. F.; Brio, S.; Quindos, G. (2001)

Una nueva generacion de farmacos antifingicos. Rev. Iberoam. Micol. 18: 2-5.

Colom, M.F,; Frasés, S.; Ferrer, C.; et al. (2001)
Estudio epidemiolodgico de la criptococosis en Espafia: primeros resultados. Rev. Iberoam. Mi-

cologia. 18:99-104.

Davel, G.; Rodero, L.; Cantero, C.; Cérdoba, S.; Perrota, D. (2000)
Diagnéstico e identificacion de levaduras de interés médico. Departamento de Micologia. INEIL

ANLIS. “Dr. Carlos Malbran”.

Deacon, J. W. (1993)

Introduccién a la micologia moderna. México. Limusa Noriega Editores,

Farifia Safaris MC.
Dermatologia Fundacion Jiménez Diaz Madrid. www.trainmed.com/trainmed/contentFiles/

5018/T_MF_12.pdf
Garcia, R.; Romero, R.; Cruz Talonia, F.; Bonifaz, A.; Marquez, F. (2002)

Estudio de especies de Candida no albicans y su relacion con candidiasis vulvovaginal recurren-

te. Ginecol Obstet Mex. 70, 9:145-153.

71



Gatica, J. L.; Goic, L.; Martinez, M.A.; Reid, 1.; Céspedes, P.; Arias, M.; Ovalle, A.; Muster, O. (2002)
Utilidad del agar Cromocandida para el diagnostico diferencial de Candida spp. Aisladas de
muestras vaginales. Rev Chil Obstet Ginecol. 4: 98-114.

Gorka Barrenetxea Ziarrusta. (2002)
Vulvovaginitis candidiasica. Rev Iberoam Micol.; 19:22-24.

Giusiano, G.E.; Mangiaterra, M. L.; Rojas, F.; Uzandizaga, G.
Hongos levaduriformes aislados de neonatos en Unidades de Cuidados Intensivos. http://www.
unne.edu.ar

Goodman y Gilman (2003)

Las bases farmacoldgicas de la terapéutica. Antimicrobianos Décima Edicion. Vol. II 11-1327.

Hong Nguyen, M. et al. (1996)
The changing face of candidemia: emergence of non-Candida albicans species and antifungal

resistance. Am J. Med. 100:617-23.

Joy Sturtevant, Calderone R. 1997.
Candida albicans adhesins: Biochemical aspects and virulence. Rev. Iberoam. Micol. 14: 90-97.

Lopez Martinez, R.; MéndezTovar, L.; HernandezHerndndez, F.; Castaiiéon-Olivares, R.; Micologia
Médica (1995)

Procedimientos para el diagndstico de laboratorio. Ed. Trillas.

Lopez Consolaro, M.; Albertoni, T.; Shizue Yoshida, C.; Mazucheli, J.; Peralta, R. M.; Estivalet Svidzin-
ski, T. 1. (2004)
Correlacion de especies de Candida y sintomas entre pacientes con vulvovaginitis candidiasica

en Maringa, Parana, Brasil; Rev. Iberoam Micol. 21: 202-205.

LLovera Suarez, V.; Perurena Lancha, M. R. (2004)
Identificacion de levaduras de exudados vaginales: caracteristicas clinicas asociadas a la candidia-

sis. Rev. Cubana Med Trop. 56(1):21-5.

Madrenys-Brunet, N.; Torres Rodriguez, ]. M.; Urrea-Arbeldez, A. (1996)
Estudio epidemioldgico de las micosis ungueales en Barcelona. Rev Iberoam Micol. 13:14-17.

Martinez Sudrez, J. V.; Rodriguez Tudela, J. L. (1996)
La resistencia a los antifingicos en los hongos patdgenos oportunistas (II). Imidazoles y triazoles.

Enferm Infecc y Microbiol Clin. 14-18.

Murray, P. y cols. (2003)
Microbiologia Médica. Ed. 4°. 69:629,639.

Mujica, M. T.; Finquelievich J. L.; Jewtuchowicz, V.; Iovannitti, C. A. (2004)
Prevalencia de Candida albicans y Candida no albicans en diferentes muestras clinica. Periodo

1999-2001. Rev. Argent. Microbiol. 36 (3): 107-112.

Negroni, R. (1997)
Lecciones de Clinica Micologica. Ed. La Agenda. 3: 32-34.

Negroni, P.; Negroni, R. (1990)
Micosis cutineas y viscerales. Lopez Libreros Editores.

A
72



Peman, J.; Canton, E.; Orero, A.; Viude, A.; Frasquet, J. cols. (2002)
Estudio multicéntrico sobre la epidemiologia de las candidemias en Espafa. Rev Iberoam Micol.

19: 30-35.

Pfaller, M. A. (1996)
Nosocomial candidiasis: emerging species, reservoirs, and modes of transmision. Clin Infect

Dis. 22 (Suppl 2): S89-94.

Ponton, J. (2002)

Diagnostico microbiolégico de las micosis. Rev. Iberoam Micol. 19:25-29.

Quindos, G. (2002)
Las micosis en el amanecer del Siglo XXI. Rev Iberam Micol. 19: 1-4.

Rippon, J. (1992)
Tratado de Micologia. 3a ed. McGram Hill. 14: 402-411.

Sanchez Carazo, ]. L.; Pont Sanjuan, L. (1999)
Tratamiento actual de las micosis superficiales. Rev Iberoam Micol. 16: S26-S30.

Saporiti, A. M.; Gémez, D.; Levalle, S.; Galeano, M.; Davel, G.; Vivot, W.; Rodero, L. (2001)
Candidiasis vaginal: etiologia y perfil de sensibilidad a agentes antifingicos de uso clinico. Re-

vista Argentina de Microbiologia. 33: 217-222.

Sobel, J. D.; Chaim, W. (1997)
Treatment of Torulopsis glabrata vaginitis: Retrospective review of boric acid therapy. Clin Infect

Dis. 24: 649-652.

Sung J. M.: Ko, W. T.; Huang, J. J. (2001)
Candidemia in patients with dialisis dependent acute renal failure: aetiology, predisposing and
prognosticfactors. Nephrol Dial Transplant; 16:2348-2356.

Torres Rodriguez, J. M.; del Palacio Hernanz, A.; Guarro Artigas, J.; Negroni Bris, R.; Pereiro Migues,
M. (1993)

Micologia Médica 1a. ed. Editorial Masson, Barcelona,

Valdeiglesias Cabrera, N.; Medrano Vazquez, A. O. (2001)
Vaginitis en mujeres sexualmente activas. Centro de Salud Urubamba. Enero-Abril 2001. 19:

73-86.

Vigliola, P.
Dermatologia elemental. EUDEBA, 1985. Buenos Aires. I: 11-49.

White, M. H. (1997)

The contribution of fluconazole to the changing epidemiology of invasive candidal infections.

Clin Infect Dis. 24:1129-30.

73



