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INTRODUCCION

Las micosis por oportunistas son producidas por hongos
saprdfitos inocuos, que en condiciones normales no causan
infecciones al hombre y a los animales. De estos destacan las

generadas por C, albicang, C. neoformans y Geotrichum sp.

Aungque hoy en dia existe un mejor control de las infecciones
por patdgenos, las ocacionadas por oportunistas se han exacerbado
debido a los grandes avances en medicina como la creacién y uso
de antibidticos de amplio espectro, esteroides, citotdxicos, el
aumento de enfermedades como diabetes, neoplasias y SIDA. Asi

como los trasplantes de 6rganos.

Los hongos para actuar como oportunistas deben soportar una
temperatura de 37°C, adaptarse a un medio de menor potencial de
reduccidén y pH del hospedero. Una vez que de ambos lados se han
cumplido los requisitos previamente descritos, se lleva a cabo

un contacto pardsito-hospedero, que puede ser exdégeno o enddgena.

Estas infecciones se manifiestan a nivel de mucosas, piel
y sistémicas. Su diagnéstico es sencillo e inmediato mediante
ex&menes directos o tinciones especiales, en los que se observa
la forma pardsita de los hongos. Deben hacerse cultivos de las
muestras biolégicas parasitadas en‘medios selectivos como Biggy~-

Nickerson, alpiste negro, agar de Sabouraud y agar extracto de



levadura. £l problema yue se ha presentado es que no siempre se
cuenta con métodos sensibles para la tipificacién correcta del
agente causal. Este punto reviste importancia porque aungue ya
sabemos que C, albicans es el mds frecuente como oportunista,
otras especies pueden estar involucradas, y es necesario que con
los métodos bioquimicos actuales se identifique correctamente

género y especie para instituir la terapia especifica.

En el presente estudio se utilizard un método comercial (API
yeast-20C) para la identificacidn bioguimica de especies de los
géneros Candida , Torulopsis vy Criptococcus. aislados de

pacientes con enfermedades inmunosupresoras.



ORJETIVOS

~ Examinar y cultivar muestras biolégicas parasitadas con
hongos levaduriformes de pacientes con manifestaciones

clinicas de micosis por oportunistas.

- Tipificar por medio de pruebas fisioldgicas y bioquimicas

( zimograma, API yeast 20C) las cepas aisladas.

- Reportar los géneros y las especies que se encuentran

relacionadas en las micosis por oportunistas.



GENERALIDADES

Ninguna clase de microorganismos ha estado mas intimamente
asociado con el progreso y el desarrollo de la raza humana como

los hongos levaduriforomes.

Desde tiempos remotos se tiene conocimiento de su utilidad
en la produccién de vinos y fermentacién del pan, sin embargo
algunas especies pueden comportarse como gérmenes oportunistas

y causar enfermedad en el hombre y en los animales.

Las primeras descripciones clinicas de infecciones por
hongos levaduriformes oportunistas las realizd Hipbcrates, en las
que hizo referencia especialmente a las aftas o muguet causadas
por candida sp. en recién nacidos y pacientes debilitados. A
mediados del siglo pasado se confirmd que esta infeccién se
adquiere durante el paso del producto a través del canal del

parto.

Bennet (1844) concluyd que el muguet era de etiologia
fingica. Afios después éste se asocid con otras enfermedades como
tuberculosis, muguet del lactante y candidosis vaginal entre
otras. En la actualidad acompafia a cualquier entidad clinieca con

inmunosupresién como diabetes, céncer o SIDA.

Grawitz (1877) describié el dimorfismo quedando en 1932

clasificado por Langeon y Talne dentro del género Candida.



En 1894 se describe la otra micosis por agente oportunista

levaduriforme, la criptococosis.

Voullemin (1901), agrupa a esta agente etiolégico dentro del

género Cryptococcus.

En Europa se considera como una infeccién de extrema
malignidad, ya que generalmente se manifiesta a nivel cerebral,
ademds que frecuentemente se asocia a otras enfermedades
inmunosupresoras sobre todo céncer. En la actualidad se considera

a C. heoformans como la especie de mayor importancia.

Otra infeccién micética por levaduriformes oportunistas es
la torulopsis, Grimle (1955) observé los primero casos de ésta
siendo Torulopsis glabrata la especie més frecuentemente aislada
de pacientes inmunodeficientes. Es importante destacar que las
manifestaciones clinicas de esta micosis son indiferenciables de
las causadas por especies del género Candida, por lo que no ha

existido interés sobre su tipificacién bioquimica., ,



TAXONOMIA )

Los hongos levaduriformes constituyen un grupo de
microorganismos gue no estd bien definido ni son homogéneos, los
criterios para la clasificacidn exacta de lasg principales
especies, sdlo estd dado por diferencias bédsicas entre ellas.
Las primeras caracteristicas que se toman en cuenta para su
clasificacidn son: la apariencia microscépica de las células, la
forma de su reproduccidén caracteristicas fisioldgicas

(especialmente nutricionales) y caracteristicas bioquimicas.,,

Las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas utilizadas

para su clasificacidn son: utilizacion de compuestos de carbono;

ya sea por fermentacién o por asimilacién de carbohidratos
(auxonograma), asimilacién de compuestos de nitrégeno,
crecimiento en medios con vitaminas, en presencia de clorurc de
sodio al 10% y a 37°%, formacién de compuestos extracelulares,
produccién de &cido, amoniaco, de é&steres, resistencia a la
cicloheximida, tolerancia al &dcido acético al 1%, licuefaccién
de gelatina, crecimiento en medio de Canavanina-glicina-azul de
bromotimol (para la diferenciacién de C. neoformans var
neoformans y C. neoformans var gattii), el porcentaje molar de
guanina citosina (%mol G+C), la reasociacidén del DNA, estructura

de la coenzima @ y reduccién del «cloruro de 2,3,5-

trifeniltetrazolio (TTC) .49



Las levaduras se clasifican en tres grupos I: ascosporadas;

II: basidiosporadas y III: anascosporadas (imperfectas).

Las levaduras ascosporadas son clasificadas en los
Hemiascomycetes que incluyen dos familias, Saccharomycetaceae y

Spermophthoraceae del orden Endomycetales. Las dos familias son

distinguidas por la forma de las ascosporas.

La familia Sacharomycetaceae comprende cuatro subfamilias:

‘Schizosaccharomycetoideas, cuya reproduccién es exclusivamente
por fisién. Saccharomycetoideae, que incluye a todas las
levaduras cuyas posicién de ascosporas es multilateral.

Lipomycetoideae y Nadsoniodeae, cuya gemacién es bipolar.

Las levaduras que forman basidiosporas tienen una fase
haploide en su ciclo de vida principalmente los Basidiomycetes.
Son clasificados en tres grupos: Las que forman teliosporas, las

Filobasidiaceae y el género Sterjgmatosporidium.

El tercer grupo incluye levaduras que no forman ascosporas
o basidiosporas, también llamadas levaduras imperfectas o
anascosporadas. porque su reproduccién Gnicamente es asexual por

blastoconidios. g 44



METABOLISMO

Las reacciones metabdélicas que toman lugar en las células
levaduriformes y también en su medio circunvecino pueden

realizarse mediante:

-Anabolismo o asimilacién por biosintesis de varios compuestos,
tanto de los organelos internos como las mismas sustancias de la
pared celular, este proceso requiere de energia,.(reacciones

endergénicas)

-Catabolismo o desasimilacién proceso por el cual se lleva a cabo

la degradacién de macromoléculas,

Las reacciones involucradas liberan energfa por lo que son
llamadas eiergénicas, mucha de ésta energfa liberada es utilizada

para las reacciones endergénicas.

La energia liberada es almacenada en compuestos fosforilados
gue tienen uniones altamente energéticas, como el 1,3

difosfoglicerato y 2 fosfoenolpiruvato, CoA fosforilada, entre

otros.
a) Fosforilacion de sacdridos.

Los procesos de fosforilacién se llevan a cabo en 2 partes:



1.~ Las reacciones de fosforilacién para el comienzo de la
esterificacion de las fuentes de carbono principalmente
sacaridos para la descomposicién de un hexosa en dos

triosas.

2.~ Las reacclones de fosforilacién durante la conversién

de triosas para la formacidn de piruvato.

- Primer estado de tosforilacién. Un sacdrido que es
fermentado u oxidado primero debe ser fosforilado., La
hexosa cinasa es la enzima mds importante. Su actividad
es inhibida por agentes activos tales como la
dicloroetilsulfida (gas mustardo) sales de mercurio,

quinonas y naftoquinonas.gy

Otra fuente de carbono es la galactosa cuyo proceso de
fosforilacién requiere de 3 enzimas galactocinasa, hexosa 1,
fosfouridil transferasa y UDP glucosa 4- epimerasa para su

conversién de glucosa.

Existen tres vias de fosforilacién de la glucosa, para ser

utilizada en el metabolismo fungico.

* Primera via: es la conversién de glucosa 6P a glucosa 1P que
puede ser utilizada en la sintesis de carbohidratos, como el

glucégeno, glucanas y mananas, polisacaridos del tipo de amilasa,



heteropolisacadridos entre otras. La conversién es catalizada por

la fosfoglucomutasa,

Segunda via: Es la conversién de glucosa GP en fructosa 6P,
catalizada por la glucosa 6P isomerasa y da lugar a una seqgunda
fosforilacién de fructosa 6P a fructosa 1,6 diP, bajo la accién

catalitica de fosfofructocinasa para continuar con la glucélisis.

Tercera via: Es un proceso oxidativo que tiene como producto
6-P-gluconato, el dltimo producto de este proceso son pentosas
principalmente ribosa, la cual es muy importante para la

biosintesis de &cidos nucleicos.

Segundo estado de fosforilacién: Este proceso involucra la
divisién de una hexosa fosforilada en dos moléculas de piruvato
mediante procesos redox en la célula en presencia de iones
magnesio. Esta reaccién es catalizada por la fructosa 1,6 diP

gliceraldehido 3 fosfato liasa (Clase II).

El piruvato formado en este segundo estado es un importante
intermediario en el metabolismo de carbohidratos dentro de la
célula levaduriforme, ya que puede sequir tres vias metabdlicas
primero, formacién de ceto dcidos del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos Yy la respiracioén, segundo, piruvato
descarboxilasa que dispara la formacién de acetaldghido, etanol
o fermentacién y tercero, forma el dltimo paso para la

gluconeogénesis.

10



HONGOS LEVADURIFORMES

A) ASPECTOS MICROMORFOLOGICOS.

Las levaduras son polimorfas, adoptan distintas formas como
esféricas, ovales, elipticas, cilindricas o con extremos
redondos. Su tamafio varia entre 2 y 4y de ancho y 2 a 8p de
largo. Estdn formadas por pared celular, membrana fundamental,
citoplasma, nicleo, mitocondrias, reticulo endoplésmico, vacuolas

Y grédnulos metacromaticos. g

La pared primaria cuando la levadura se ha dividido est4
formada principalmente de quitina, cuando ya es una célula madura

o vieja es principalmente de mananas y f-glucanas,

En el caso de C, neoformang, su pared celular es muy rigida
en su porcién externa a la que se le llama cépsula y que esté
constituida principalmente por xilanas y dextranas. La membrana

fundamental es semejante a las otras células.

Las levaduras se reproducen sexual o asexualmente. La
reproduccién asexual se lleva a cabo por dos métodos: gemacién

y divisién transversal o fisién.

La gemacién es el procedimiento mas comin. Consiste en la
formacién de una o varias gemas que aparecen como pequefias

prominencias en la superficie de la célula, el nicleo se divide

1



por mitosis. En la fisidn o divisién transversal, la célula se
alarga un poco, su nicleo se divide en dos, y se forma un tabique
transversal en su parte media, separando a la célula madre en dos

células hijas uninucleadas.,

La reproduccién sexual puede realizarse entre dos células
somdticas, (dos ascosporas), ambas haploides, (ue actian como
gametangios. La fecundacién, copulacién o conjugacidén puede

efectuarse por isogamia o por anisogamia (heterogamia).

La isogamia se realiza entre dos células de aspecto
semejante, por simple contacto de las mismas o por emisién de
tubos de conjugacién., La heterogamia es la conjugacién de dos
células de distintos tamafos, donde el contenido de la pequefia
(masc.) pasa hacla la grande (fem.) a través del tubo de

conjugacién y en esta Gltima se forma el cigoto.,

Cualquiera que sean los tipos de fecundacién después de la
formacién del cigoto, éste experimenta meiosis en su ndcleo,
formandose dos o mas nicleos haploides; rodedndose de citoplasma,
de una membrana y de una pared, constituyendo asi la ascospora;
el cigoto se transforma en asca, generalmente son dos a cuatro,
en ocasiones son una o varias ascosporas que se desarrollan y
constituyen células vegetativas haploides, y en otros casos se
conjugan y forman cigotos que a su vez forman células vegetativas

diploides.

12



Las formas de las ascosporas son muy diversas: esféricas,
ovoides, reniformes, angulares, hemisféricas con un borde en la
cara plana que les da el aspecto de sombrero, & rodeadas de un
anillo. En muchos casos sus formas constituyen caracteristicas
taxonémicas que diferencian a clertos géneros y aun a diversas

especies.g 34 1941

B) ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS.

Generalmente son colonias de aspecto mucoide, limitadas,
algunas son brillosas ( al envejecer lo pierden), otras rugosas,
en algunos casos tilenen colores rojizos, rosado, anaranjados o
amarillentos, que se debe generalmente a la presencia de

.pigmentos carotenocides.g j

13



MICOSIS POR AGENTES LEVADURIFORMES OPORTUNISTAS.

CANDIDOS1S

La candidosis es una infeccién netamente ocasionada por
agentes oportunistas, ya que las especies de este género se
encuentran colonizando al hombre como flora normal del tubo
digestivo y de las regiones mucocutaneas., Por lo regular se
encuentran en pequefias cantidades en la boca de adultos normales
sanos, sin embargo _cCandjida estd normalmente en la vagina de
mujeres sanas no embarazadas en un 50% y puede incrementarse
hasta un 75% en las embarazadas o en las mujeres que ingieren

anticonceptivos.

La frecuencia de candidosis oral en recién nacidos esta
relacionada con los cuadros de vaginitis por candidosis durante
el embarazo. También puede ser debido a biberones contaminados
mal esterilizados 6 aseo deficiente, Hoy en dfa estd bien
establecido que cualquier aumento de candida en la boca del

recién nacido, es presagio de enfermedad clinica.

a) Mucosas:

candidosis oral (algodoncille).Esta es la forma mids comin
de enfermedad producida por el crecimiento excesivo de candida
en recién nacidos, las lesiones comienzan en forma de pequefias
areas focaies de colonizacién que se agrandan hasta convertirse

en placas.

14



La membrana es bastante adherente a la mucosa principal y su

extirpacion deja una base roja.

En la enfermedad grave puede haber ulceracién y necrosis de

la membrana mucosa.

La candidosis oral también puede manifestarse en el paladar,

en carrillos y comisuras de la boca.

En nifios mayores y adultos, la candidosis oral crénica
indica trastornos poliendécrinos o defecto en la inmunidad
celular. En pacientes adultos, puede ser resultado de
avitaminosis ligera, sobre todo de rivoflavina o diabetes
complicada, desequilibrio poliendécrino, neoplasias avanzadas,
administracién de esteroides, antibiéticos de amplio espectro e
inmunosupresién, asi como personas infectadas por VIH/SIDA., y4 s

16,17

b) Genitales:

Candidosis vaginal. La diabetes, los tratamientos con
antibidticos (principalmente los de amplio espectro),
anticonceptivos orales y enmbarazo pueden predisponer a la
candidosis vaginal. Esta entidad se caracteriza por la presencia
de secrecidn espesa amarilla, lechosa y placas de pseudomembranas
de color blanco dque se observan en la nucosa vaginal. Las

lesiones varfan desde ligera reaccién eccematoide con eritema

15



minimo a un proceso patoldgico grave con pistulas, excoriaciones
y tlceras. Toda esta drea estd muy inflamada y por lo reqgular,

el prurito es muy intenso.

de vaginitis, sin descartar que en esta enfermedad los agentes
causales también pueden ser T. glabrata, C. tropicales, C.

stellatoidea y otras especles.

-Balanitis. Es una entidad clinica propia del sexo masculino
poco comiin, donde generalmente hay antecedentes de candidosis
vaginal en la pareja. Se presenta en glande y surco balano
prepucial dando lesiones eritematosas con leucoplacas,
micropistulas, erosiones y fisuras. Sus sintomas son prurito y
ardor intenso. En algunos individuos la infeccibn se extiende al
escroto, muslos y toda el &rea inguinal, En los casos graves se
presentan lesiones a lo largo del epitelio de la uretra. .

albjcans es el agente mds comin.

~Perianal. La infeccifén perianal es comin en los lactantes
con muguet bucal. Puede manifestarse con enfermedad clinica del
intestino o sin ella. Las lesiones son placas de color rojo opaco
que coalescen y se extienden, con un borde irregular. Se forman
ves{culas que después se rompen para dejar un borde activo. El
prurito es minimo y en los lactantes sanos el trastorno se
resuelve en forma ripida después del tratamiento. Esta forma

clinica es frecuente en homosexuales VIH positivos o con SIDA.

la



Asocidndose a una candidosis intestinal previa.,

c)= Cuténea:

-Candidosis intertriginosa. Se presenta en pliegues de la
piel carente de vella de manera directa o como colonizacién
secundaria de lesiones preexistentes en cualquier parte del
cuerpo debido a humedad constante., La forma mas comin es en
axilas, ingle, plieques submamarios, pliegues intergliteos y
zonas interdigitales de ples y manos. Las lesiones tienen aspecto
du "piel escaldada", con base eritematosa y borde festonado. La
lesién en grandes pliegues estd rodeada de erupciones
"gatélites", las que se desarrollan en forma de vesiculas
discretas, pastulas o ampollas que se rompen y dejan una

superficie desnuda, con bordes erosionados y rasgados.

Este tipo de candidosis estad relacionada con trastornos
metabblicos como diabetes y embarazo. Sin embargo, la ocupaciédn
del paciente tiene que ver en la de las manos. La candidosis
interdigital de ples es debido a humedad constante, se
caracteriza por oclusién y maceracién de la piel cublerta; por
ejemplo el uso de botas y por la frecuente y continua inmersién

en el agua.

La colonizacién de la pie) en estados oclusivos sin invasién
de la epldermis, produce dermatitis por contacto del tipo

irritante primario.

17



-Onicomicosis:

Son lesiones causadas por Candida sp. en las ufias de las
manos (85%) y las de los pies (15%), en personas que mantienen
las ufias mucho tiempo en la humedad o que estan inmunodeprimidos.
La uha es atacada por el borde proximal o lateral;
desarrolldndose al mismo tiempo una zona eritematosa alrededor
de la ufa (paroniquia 70%). La ufa pierde su brillo y aparecen
algunas estrias. En menor proporcidon (30%), aparece la lisis

subungueal (onicélisis) provocando desprendimiento de las ufas.

Lesiones similares se pueden producir por especies de Geotrichum

sp. y Trichosporum sp.

d) Profunda:

La infeccién severa por cCandida sp_ en cavidagd oral,piel
y genitales en pacientes con cé&nceres, leucemias, infecciones
crénicas como la tuberculosis, septicemias y cualquier otra
inmunodeficiencia, puede conducir a candidosis diseminada

causando daflo a nivel pulmonar, vias urinarias, corazén y SNC.g,

La posibilidad de adquirir endocarditis por Capdida es en

tres grupos de pacientes susceptibles.

El primero incluye a aguellos con enfermedad preexistente,
que han sido multitratados y dan oportunidad para que la flora
normal de la piel, entre al torrente sanguineo por la

introduccidn de catéteres que predisponen a candidemia y después

18



a la colonizacidn en las valvulas cardiacas. El segundo incluye
a los drogadictos al ser wultiinfectados con agujas contaminadas

y sin ningdn aseo de la piel. El tercero pertenece a aquellos

infectados por cirugia del corazén.,

19



CRIPTOCOCOBIS.

La criptococosis es una enfermedad cosmopolita, que para
manifestarse requiere de factores predisponentes como son la
diabetes, desnutricién, SIDA, linfomas, sarcomas, enfermedad de
Hodgkin,entre otros. Es causada por Cryptococcus peofomans, el
que penetra por via respiratoria, teniendo predileccién por el

sistema nervioso central (SNC).

En pacientes normales, la infeccién que sigue a 1la
inhalacién del microorganismo se resuelve en forma rapida con

sintomas minimos.

C. neoformans se ha aislado en grandes cantidades del
excremento de pichén, en este ambiente con frecuencia se
encuentra compartiendo hébitat alcalino, (rico en nitrégeno y
sales), con Geotrichum candidum asi como con especies de Candida
sp. Y Rhodotorula sp.

Este microorganismo no tlene la capacidad de infectar al
pichén, sdlo sobrevive en el excremento sin llegar a
desarrollarse en ausencia de luz solar. Sin embargo, sl se
mantiene en un lugar humedo adquieren una cépsula de resistencia

y se convierte en vilurento.

No existe diferencia importante en la frecuencia de la

infeccién, que pueda relacionarse con raza u ocupacién.
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Las personas dedicadas a la crianza de palomas tienen
produccidén de anticuerpos mds alto gue lo normal, pero no

presentan indice de infeccién.,

Aspectos clinicos:

Pulmonar: generalmente cursa con tos, fiebre ligera y
pérdida de peso, esputo mucoide y rara vez con hemoptisis. Las
lesiones se pueden desarrollar en cualquier parte del pulmén. Se
confunden con otros procesos infecciosos. Lo mas desconcertante

y agresivo es su metdstasis silenciosa hacia el (SNC).

8NC: Es la mis frecuente, el tnico sintoma en casl todos los
pacientes es el dolor de cabeza y conforme avanza se manifiesta
en signos residuales de meningitis: rigidez de nuca,
hipersensibilidad en cuello y signos de Kerning y Brudzinski
positivos., Su diagnéstico es wmicolégico y/o inmunoldgico con

apoyo de la tomografia computarizada.

Cutdnea: Suelen ser manifestaciones secundarias de
enfermedad diseminada. Las lesiones en la piel se presentan en
forma de pdpulas, pistulas acneiformes, o abscesos que con el
tiempo se wulceran y se confunden con otras dermatosis de

etiologia diferente.

Osea. Como en otras enfermedades causadas por hongos, los

criptococos tienen predileccidn por las prominencias 6seas, de
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huesos craneales y vértebras. Por lo regular las articulaciones
no son afectadas, salvo por extensidn directa. Las lesiones son
miltiples, discretas, ampliamente diseminadas, destructivas y
crénicas, Para el diagnéstico, el aspecto relativamente
estacionario de la lesién y la falta de proliferacién en el

periostio sugiere mds bien criptococosis que otras micosis.

visceral: Se producen lesiones granulomatosas y gelatinosas
que semejan sintomdtica e histolégicamente a las neoplaslas
malignas, En ocasiones sd6lo se presenta en un solo dérgano sin

embargo lo general es que afecte a varios,

En la etapa tardia de la enfermedad los blastoconidios son
diseminados por via hematdgena y los microorganismnos se observan

en las asas glomerulares de los rifiones.

En algunas ocasiones se ha observado granuloma en expancién
de la proéstata, que a veces es causa de prostatitis

sintomédtica.

22



OTRAS MICOSIBS POR AGENTES LEVADURIFORMES

Otros hongos levaduriformes que colonizan en enfermedades

debilitantes son Torulepsis, Rhodotorula , anseniospora y

Saccharomyces. 4

R. rubra y S. cerevisiae son las mds importantes y menos
frecuente } _valbyensis.

Se encuentran presentes como flora normal en piel, pulmones,

orina y heces y en algunos individuos en garganta.

La principal fuente de contaminacién es por catéteres y
soluciones intravenosas contaminadas 1llegando a causar
endocarditis y septicemia en pacientes muy debilitados, Pore y
Chen,, reportaron un caso de meningitis causada por R. rubra en
tanto que 8. cerevisiae causa enfermedad pulmonar sobre todo en

personas que laboran en la industria cervecera.,

Las enfermedades causadas por Torulopsis sp. pueden ser
generalizadas, también afectan tejidos cuténeos y mucocutéaneos,
se puede encontrar como flora normal en bhoca (2 a 6 %) de

personas Sanas.g,

También se encuentra entre 9 a 30 % en exdmenes de

secreciones vaginales de mujeres sanas.



DIAGNOSTICO MICOLOGICO.

1.~ Se fundamenta en la blsqueda directa del hongo en
muestras biolégicas, asi como su aislamiento en medios de cultivo
e identifipacidén exacta de género y especie por diversas pruebas

biolégicas,

Muestras biolégicas:

Macerados de unas y piel, exudados tisulares (vaginal,
uretral) secreciones purulentas, esputo, orina, heces, sangre,

liquido pleural, liquido cefalorraquideo, principalmente.

a) piel, ufias, heces, sangre, exudado vaginal.

Cualqgiera de las muestras antes mencionadas son tratados
con KOH al 10%. La presencia de blastoconidios en abundancia o
blastoconidios mas pseudohifas (Candida gp), nos indica infeccién

por hongos levaduriformes.gy i g

b) Orina, LCR, liquido pleural:

Este se realiza directamente del sedimento de estos
liquidos, después de ser centrifugados durante 5 min. a 2500 rpm.

Se buscan blastoconidios y/o pseudomicelio; o blastoconidios

encapsuladasg
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¢) Tincion negativa:

La tincién con tinta china de LCR y esputo es especifica
para detectar la levadura encapsulada C. neoformans. Una variante
de ésta es la tincién previa de la muestra con fucsina basica,
para que el centro de el blastoconidio quede en color rojo y la
cdpsula incolora (tincién para resaltar la cédpsula). Sin embargo
tiene una sensibilidad menor o igual al 50%., Su limitante es no
detectar Cryptococcus no capsulado sobre todo en muestras de

LCR de pacientes con SIDA, ademds de que no diferencia entre

especies de este género. g i

2.~ Medios de cultivo:

Los medios que se utilizan para el primoaislamiento son el
agar dextrosa de Sabouraud y agar de cerebro corazén, a los que
se les adiciona antibiéticos para reducir el crecimiento de
bacterias., Cloramfenicol (16 ug/ml), con gentamicina (5ug/ml),
o sblo gentamicina (50 ug/ml). Paralelamente las muestras son
inoculadas en los medios selectivos de Biggy-~ Nickerson para

candida sp. Yy agar alpiste negro para Cryptococcus sp.

Excepcicnalmente se usa el agar Micosel. los medios ya sembrados
se incuban a temperatura ambiente o a 37 °C de 3 a 4 dias.y 4 n

26)

~Examen en fresco de colonias levaduriformes:

La observacién de una pequefia muestra de colonias con
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aspecto levaduriformes suspendidas en solucidn salina, o en azul
de algoddn de lactofenol proveniente de cultive primario nos
asequra su pureza, de acuerde a la homogeneidad de sus

caracteristicas micromorfolégicas.

3,~Pruebas fisioldégicas confirmatorias de especie:

a) Formacién de tubo germinativo.

Esta prueba es llevada a caho con un pequefio inéculo de una

colonia pura de Candida sp. en 0.5 ml. de suero humano incubando

la suspensién a 35°% durante 2.5 hrs.

Los tubos germinativos son extensjiones parecidas a hifas,

que crecen a partlr de blastoconidios, Es especifico para C.

a;bigau .

b) Formacidn de clamidoconidios en harina de maiz + Tween

80 (1%).

Los clamidoconidios son formas de reproduccién asexual y de
resistencia, inducidas en medios pobres como la harina de maiz
mas un agente tenspactivo como el tween 80 (1%), para diferenciar
a C. albicans de otras especies. Es necesario saber que todos las
especies de Candida presentan en este medio blastoconidios +

pseudomicelio pero sélo C. albicans forma ademds clamidoconidios.
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Un peqefio indculo de una colonia pura de Candida sp. se
siembra por estria en zig - zag sobre el medio haciendo al
final una incisién lineal sobre la estria. Esta prueba se
interpreta después de 7 dias revisando la caja de Petri

directamente en objetiveo de 10 y 40X., ;5 2
c) Formacién de ascosporas.

La formacién de ascosporas no es frecuentemente utilizada
porque las levaduras se pueden identificar por su morfologia y

pruebas bioquimicas.

Esta prueba es mds Util para identificar ascosporas de

Saccharomyces sp. y Hangenjaspora valbyensis. g
4.~ Pruebas Biloquimicas.

a) Prueba de ureasa.

La prueba répida de ureasa es un excelente método para
identificar colonias de C. npeoformans y para distinguir entre
Geotrichum candidum y Trichosporum cutaneum. La interpretacién
de la prueba es ver si la urea ha sido hidrolizado, por un cambio
en el color del indicador después de 4 hr. de incubacién a 30%.

1,917
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b) Reduccidén de nitratos.

El agente reductor de nitrato es incubado con una colonia
de la levadura en estudio y tratada con N-naftiletilendiamina
y 4cido sulfanilico. Una reaccidn positiva confirma la presencia
de la enzima nitrato reductasa, C. neoformans no es capaz de
utilizar una fuente de nitrato inorgdnico y ésta da una reaccién

negativa. g

¢) Prueba de fenol oxidasa.

La prueba de fenol oxidasa es otro excelente método para
identificar C._ _peoformans (dnica especie que produce esta
enzima). Se basa en la capacidad de la enzima para reaccienar con
dehidroxifenilalanina ( L-DOPA) o A4&cido cindmico, que en

presencia de citrato férrico, produce melanina.

Una suspensibén de C. neoforpans se aplica sobre discos de
papel impregnado con L-DOPA, citrato férrico o &cido cinémico,
posteriormente aparece un pigmento negro. La L-DOPA puede estar
incorporada en tubos con agar inclinado (C/N~screen agar), la

produccién de pigmento en este medio requiere de 1 a 2 dias.g,

d) Asimilacidén de trialosa.

Una prueba rdpida es la utilizacién de trialosa por T.

glabrata. Se inoculan las levaduras en un medio liquido que
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contiene trealosa y un indicador de pH, se incuba durante 1 hr.

La utilizacién de la trealosa se indica por un cambio de

color en el medio.g
e) Utilizacién de carbohidratos.

El ntmero y tipo de carbohidratos utilizados por una
levadura como fuente de carbono es bdsico para su identificacién.
Cada especie demuestra una habilidad Gnica para utilizar cierto

carbohidrato como sustrato.y y, 1), 1, 1

Tanto el método convencional como el comercial, detectan
un crecimiento visible de las levaduras o por el vire del

indicador de pH.

En el primero se siembran de forma masiva las levaduras en
una placa de agar, posteriormente se agregan discos impregnados

con el carbohidrato correspondiente en la superficie del medio. g,

En el segundo se incorpora un solo carbohidrato en un medio
basal o liquido, seguido por la inoculacién en cada pocillo por
una asada de levaduras en cultivo puro de reciente alslamiento
\(auxonograma).oay,

Los tres principales equipos de prueba para la
identificacién de levaduras son el API Yeast 20-C, el Uni-Yeast-

Tek y el Microscan.
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El API Yeast 20-C contiene 19 sustratos deshidratados en
micropocillos, por este método la produccién de turbidez requiere

de dos a tres dias de incubacién.

El Uni-Yeast-Tek contiene la prueba de reduccién de
nitratos, produccién de ureasa, morfologia en harina de maliz ,
utilizacién de carbohidratos, formacién de tubo germinative y
produccidn de fenol oxidasa., Este equipo requiere de un periodo
de incubacién aproximado de 7 dias con una base de datos por
computadora y es adecuado para las levaduras de mds frecuente
interés médico. El método Microscan,recientemente introducido se

interpreta a las tres horas. g 3 11

Los sustratos utilizados en el API-yeast-20 son los 19

siguientes’

Hexosas: glucosa, galactosa.

DisacAridos: Sacarosa, maltosa, celobiosa, trealosa,
lactosa.

TrisacAridos: rafinosa, melitosa.

Pentosas: xilosa, L-arabinosa.
Alcoholes: ribitol (adonitol), inositol, glicerol, xilitol,
sorbitol

Acidos orgdnicos: 2-cetogluconato.
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Glucidos: metil-D~glucosida, N-acetil-D-glucosamina

RN
PRUEBAS INMUNOMICOLOGICAS.

Los métodos mds confiable son las que detectan antigenos
fungicos circulantes. El antigeno criptococésico (GMX) se detecta
en suero y liquido cefalorraquideo mediante la aglutinacién en
particulas de latex recublertas con anticuerpo monoclonal anti-

Glucorono-xilomananas (anti- GXM).

Aunque la prueba es de alta especificldad, ocasionalmente
dan resultados falsos positivos y falsos negativos, algunas veces
titulos bajos y reacciones cruzadas con antigenos de otros

organismos.

Los resultados falsos positivos y falsos negativos se
atribuyen a factores de interferencia como son complejos inmunes,

factor reumatoide y otros componentes de suero.

El pretratamiento de la muestra con pronasa elimina estos

factores.
Existen reportados estudios de laboratorio mis sofisticados

como estudios cromatograficos, electroforéticos y

colorimétricos. s 14 9. 40, 41
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METOBOLOGIA,

UNIVERBO.

Se estudiardn 150 pacientes con micosis por oportunistas
tanto del sexo femenino como del sexo masculino, sin limite de
edad que acudan al Hospital Judrez de México. S.S.

Criterios de inclusién.

-Pacientes de cualquier edad, sexo, ocupacién y procedencia gue

clinicamente manifiestan sintomas de micosis por oportunistas.

-Pacientes gue presenten examen directo (con KOH al 20%) 6
tincién negativa positiva, asi como el cultivo micolégico

positivos para hongos levaduriformes.

~-Pacientes que no estén recibiendo tratamiento con antimicéticos

sistémicos 6 locales,

Criterios de exclusién
-Pacientes con examen directo con KOH al 10% dudoso.

~Examen directo con KOH al 10% positivo y cultivos negativos.
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Criterios de eliminacién.

~-En el tiempo que se realice el estudio se eliminardn a pacientes

cuyos cultivos de muestras se contaminen y no puedan ser

recuperadas.
Procedimiento.
a) Se canalizaran pacientes de consulta interna y externa,

provenientes de los servicios de dermatologia, infectologia,

endocrinologia, neumologia y medicina interna.

b) Se procederd a realizar una inspeccidn objetiva topografica

de las lesiones,
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ESTUDIO8 MICOLOGICOS.

1.- Toma de muestra:
Para estudios especificos (LCR, liquido de ascitis, aspirado
brongquial) la muestra sera tomada por el equipo de especialistas

y posteriormente canalizado al laboratorio.

a)Examen directo con KOH al 20%.
La muestra problema es tratada con dos gotas de KOH al 20%,

y calentar ligeramente para clarificarla. Se observa a 10 y 20X,

b) Tineién negativa.
Las muestras liquidas como el LCR se centrifugan 20' a 2000
rpm., Al sedimento se realiza ED con KOH al 20% y tincion con

fucsina y tinta china, se observa al microscopio a 100X.

c) Tincién de Gram:

Fijar un frotis con calor, cubrir la preparacidén con
colorante cristal violeta por 1, lavar con agua, cubrir la
preparacién con lugol por 1°, decolorar con alcochol/acetona,
lavar con agua de la llave, contrastar con safranina por 1°,
lavar con agua de la llave y dejar secar. Observar al microscopio
con objetivo de inmersi6én, esto se hace para comprobar la

morfologia y pureza de la colonia.
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2.~ Cultivos:

Las muestras se sembraron por el métado de agotamiento de
colonias en cajas Petri que contenian los medios de Biggy-
Nickerson, agar de Sabouraud, agar cerebro corazdn y agar alpiste

negro. Se incubaron a temperatura ambiente durante 48-72 hs.
Examen macroscépico de las colonias:

Este se realizdé una vez que se logré el crecimiento del
hongo en cuestién (aproximadamente 48 hs.); se tomaron en cuenta
las siguientes caracteristicas: En el anverso aspecto de las

colonias y el reverso la produccidtn de pigmentos.
Examen microscépico de las colonias:

Para asegurar la homogeneidad micromorfolégica de la cepa
en estudio, se realizaron exdmenes directos con KOH al 10% y

tincién de Gram,
3.~ Pruebas especificas.

Fislolégicas:
Formacién de tubo germinativo: Una asada de una colonia
de capdida sp se inoculd en 1 ml de suero humano, se incubd a

37%C por 2.5 hrs. Se observdé al microscépio mediante examen

directo a 40X,
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Induccidén de formacién de clamidiconidios: se senbrd por
estria una colonia de Capdida sp. en una caja Petri con agar
harina de maiz + Tweem 80 al 1%, se incubd, 1 semana a
temperatura ambiente, Posteriormente se observé directamente al
microscopio a 40X

Biloquimicas:

Se realizaron con el equipo comercial API yeast 20C .,
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RESULTADOS

Se estudiaron 150 pacientes con micosis por oportunistas,
56 ( 37 %) del sexo femenino y 87 ( 58 %) del sexo masculino. Con
edades comprendidas entre 1 y 92 afios con una media de 40.28 as{

como a 7 recién nacidos.

De éste nimero de pacientes de diagnosticaron previamente

la siguiente entidades asociadas:

PATOLOGIA No de casos ¥
Diabetes mellitus no 48 15

insulino dependiente

SIDA 28 18
Neumonia 13 8
Th 18 11
Infecciones de vias 19 12
urinarias

Otros padecimientos 20 13
Tifias 4 3

A continuacién se enlistan el nimero de pacientes,
diagnostico, tipo de muestra, estudios micolégicos y estudio

bioquimico realizados.
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[t » ] 1af. sles unn. O . . o - sisbrats
31} bl M ind, vlas unn. [ . . s €, shnaarg
3 " M Neamvia Lxgxa. . . e C.shicxa
1% N M Cand. &l parwd Sec. Un v ’ B e C. altricane
" RN M Cond. d) jul s, gen . ¢ e Coehions
b} n F Hv Cav. . . e C e
w L] M Cond. & vl Sec. e + . e C.ehan
w0 b1l M v Eacames ‘ . e €. aliious
i L] ¥ Iod. vl win Onre . . Ve €, aibias
@ “ M DMKID Onea . . e C.akin
0] ) M GMNID Orivm . . e €. abicans
14 %0 ¥ OMNID Orirm. + . e T
145 o F Ik, vlat wein. Orive + . 4 AT
1 # M tesvacegresion Cav, ol . . " Coabio,
“r W M I slas uria. Onne ) [ e C, abicery
“ o M Inmunonuyeesion Cavoond . . . o Coalism
19 » M v Cav. . . o Coabian
1% [ ] F Inmuncauprendn Cav. unl . . . “re €, abieara

CLAVES: DMKID= DIABETES MELLITUS NO INSULINO DURENDIENTE,

Di= DIAGNOSTICO, Thw TURERCULOSIS

iD= EXAMEN DIRBCTO,

Tablal ¢
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ESPECIES DE HONGOS LEVADURIFORMES AISLADOS DE PACIENTES CON:

DIAGNOSTICO A B C D E F G H
CANDIDOSIS PIES/INGLE (4) 4 — - — —— — _— ——
DMNID (48) 37 —— 4 4 2 —_—— —— 1
SIDA (28) 19 7 -—— —_— 1 1 — ———
NEUMONIA (13) 13 - — ——— —— —— —_— ——
TUBERCULOSIS (18) 16 —— —— — —— 1 —_—
INF. VIAS URIN. (19) 14 - 3 2 - — P —
OTROS PADECIM. (20) 14 4 1 — — —— -——
A = C. albicans B = C. neoformans
C = T. glabrata D = C. tropicalis
E = ¢. lusitaniae F = H. valbyensis
G = C. parapsilosis B = C. quillermondii

Tatla I
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Grafica | OMNID + CANDIDOSIS

Nc guillermondii T. glabrafa I c. wsitaniae
M . vopicalis I C. atbicans

Gréfica Il SIDA + CANDIDOSIS +HANSENIOSPOROSIS +
CRIPTOCOCOSIS

{1 ¢. neoformans M C. tusitariiae 1B c. aibicans M H. vaibyensis




Gréafica lll TUBERCULQSIS -+ CANDIDOSIS

88%

B c. wopicalis C.albicans W C. parapsilosis

Gréfica IV INFECCIONES VIAS URINARIAS + CANDIDOSIS Y
TORULOSIS

1% 16%

73%

£ 7. glabrata W C. alvicans B C. wopicalis




ESPECIES DE GENEROS LEVADURIFORMES EN OTROS PADECIMIENTOS.

C. albicans

€. neoformans

T. glabrata

C. tropicalis

Vaginitis (2) 2 — — ——
Septicenia (1) 1 -— —_— —_—
Inmuncsupresidn (7) 6 —— — 1
En SNC (&) — 4 —_— —
En post operados (3) 2 —— 1 ——
Candidosis del pafial (3) 3 —_—— _— —
Total (20)
Tabla HI

44




CANDIDOSIS ASOCIADA A:

A
CANDIDOSIS PIES/URNAS 2
DMNID 37
SIDA 19
NEUMONIA 11
Tb 16
Inf. vias urin. 14
OTRAS* 14

TOTAL 113

B

*OTRAS
VAGINITIS 2
SEPTICEMIA 1
INMUNOSUPRESION 6
POST OPERADOS 2
CANDIDOSIS DEL PANAL 3
TOTAL 14

Tablas V y VI
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ESPECIES DE HONGOS LEVADURIFORMES AISLADOS

DE 150 CASOS

GENERO ESPECIE NUMEROQ %
Candida albicans 117 78.0
t calis 8 5.3
guillermondii 1 0.7
parapsilosis 1 0.7
usit e 3 2.0
Torulopsis glabrata . 8 5,3
Cryptococegus neoformans 11 7.3
Hanseniospora byens 1 0.7
Total 150 100%

TABLA 1V
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PERFILES BIOQUIMICOS MAS FRECUENTES

PARA

PERFIL BIOQUIMICO

C. albicans

2 576 170
776 170
566 170
172 170
176 170
100 100
566 171
176 170
776 170
575 170
572 170
576 170
776 370
516 170
564 170
562 170
172 170
546 170

NNNDNNOOOANNOOONON NN

PFRrPERRPRERRERPNONNOBDNW

C. _tropicalis

556 071
556 171

NN

wo

C. guillermondii

6 672 373

[ arapsilosis

2 756 171

C. gita

2 536 371

T. glabrata

2 000 040

C. neo ans

146 133
557 373
556 133
547 372

L. NN

000 200

PP Wo

Tabla VII
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POSITIVIDAD DE CARBOHIDRATOS EN LOS PERFILES BIOQUIMICOS OBTENIDOS
PARA C. albicans

NO.DEPB. | 0 | GLU J GLY  2kG | ARA | XYL { ADO | xiT | GAL | INO { soR | MDG | NaG | cEL | 1ac | MAL | sac | TRE | MLZ | RAF =
2576170 - + - + - + + + + - + + + - - + + + - - 538
2776170 - + - + + + + + - + + + - - + + + - - 13.6
2566 170 - + - + - - + + - + + + - - + + + - - 128
6172 170 - + + + - - + + + - + - + - - + + - - 25
2176 170 - + - + - - + + + - + + + - - + + + - - 25
6 100 100 - + + + - - - - - - - - + - - - - - - - 1.7
2556 171 - + - + - + + + + - + + + - - + + + + - 1.7
6176 170 - + + - - + + + - + + - - + -+ + - - 1.7
6776 170 - + + + + + + - + + - - + + + - - 1.7
2575170 - + - + - + + + + - - + + - - + + + - - 0.85
2572170 - + + - + + + + - + - + - - + + + + - - 0.85
6576 170 - + + + - + + + - + - - + + + - - 0.85
6776370 - + - + + + + - + + + - + + + - - 0.85
6516 170 - + - - + - - - + + + - - + + + + - - 08s
2 564 170 - + - + - + - + + - - + - - + + + - - 0.85
2562170 - + - + - + - + + - + - + - - + + + - - 0.85
2172170 - + - + - - + + - - + - - + + + - - 0.85
2546170 - + - + - + + + + - + + - - + - - 0.85
TABLA VIl a
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PARA C. necformans
NO. DE P.8. GLU | GLY | 2x0 XYL | ADO | XLT } GaL | mvo |'sor | MpG | NaG tAC | MAL | saC | TRE | MLZ | RAF L
2146 133 + - + - - - + - + + “+ - + - - + 5154
2557373 + - + + - + + + + - + + + + 21.27
2 556 133 + - + - + - + + + - + - - + 9.09
2547372 + - + + - - + + + + + - + + + - + 9.09
PARA C. tropicalis
NO. DE P.B. awu | oy | %o XYL j aD0 | x17 | GaL | mo | sor | MG | Nag ac | MaL | sac | Re | M2 | RaF L]
2 556 071 + - + + + - + - + + - - + + + - 625
2 556 171 - + + - + - + + + - + + + - 375

TABLAS Vil by Viiic
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NO.DEPB. GLU | GLY { ZKG ARA XYL ADO | X1LT GAL INO | SOR MDG | NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF %

2 000 040 + - - - - - - - - - - - - - - - + - - 100
PARA il i

NO. DE P.B. GLU | GLY | 2kG | ARA | XYL | ADO | XLT ] GAL §{ INO | SOR | MDG | NAG | CEL | LAC | MAL | SAC | TRE | MLZ | RAF %

6672373 + + - + + + + + - + - + + - + + -+ + + 100
PARA C, parepsilesis

NO.DE P.B. GLU | GLY | 2xG | Aama | XYL [ ADO | X1T | GAL [ m0 | SOR | MDG | NaG | €EL | 1aC | MAL | sac | TRe | MLz | RaF %

2756171 + - + + + + - + + + - + + - + + + + - 100
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PARA C kpitanise
NO.DEPB. o GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL O SOR MDG NAG CEL 1AC MAL SAC TRE MLZ RAF %
2 536371 - + - + - + + + - - 4+ + + + - + + + + - 100
TABLAS VIIt d, VIl e y VIIE £
PARA H. valbyensis
NO.DEPB. | 0 J OLU JGLY | kG } ARA } XYL | aDO | X1T JGAL | mNo | sor | mMpG | NaG | cEL | 1ac | MAL | sac | TRE | Mz | RAF %
2000200 | - + - - - - - - - - - - - + - - - - - - 100

TABLAS VIlig Y VIII b
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DISCUSION

Se estudiaron las muestras biolégicas (piel, ufas, mucosas,
expectoracién, orina, liquido cefalorraquideo) de 150 pacientes
con diagnéstico de micosis por oportunistas levaduriformes,
internos 6 externos de las consultas de Medicina Interna del

Hospital Judrez de México S. S.

Todos los pacientes que se valoraron presentaban
manifestaciones clinicas de infeccién micética activa cuyos
diagnésticos fueron confirmados mediante examenes diréctos

positivos.

En el caso de la candidosis se observd en las muestras de
orina, expectoracién y exudado vaginal, blastoconidios mas
pseudohifas quuu m ). LOS casos de exdmenes directos con aclimulos
de blastosconidios fueron eliminados. mientras que en la

onicomicosis se consideradon como forma parasitaria.

En la criptococosis siempre se obsefvaron blastoconidios
encapsulados. Sin embargo Torulopsis fue aislada de orina, de
cavidad oral y otra de exudado vaginal. La hanseniosporosis se
presentd en un paciente con SIDA en etapa IV, fue aislada de
cuatro muestras repetidas de expectoracidn, en ambas micosis
siempre los exdmenes directos se presentaron con. abundantes
acmulos de blastoconidios, en la torulopsis de formas redondas
y en la hanseniosporosis de formas elipticas. Todos = los

aislamientos primarlos fueron positivos en medios de Sabouraud
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agar, donde hubo desarrollo de colonias blanquecinas de aspecto
cremoso. Se confirmé la presencia del género Candida en el medio

de Biggy, las colonias fueron de aspecto mucoide limitadas de

cclor café claro a obSCuro. g, m v, vyvy

El primoaislamiento de C. neoformans se realizd en el medio
de alpiste negro, dando colonias de aspecto mucoide cremosas de

color café obscuro.

De cada cultivo obtenido se practicd tincién de Gram donde
observamos homogeneidad y semejanza micromorfolégica. En el caso
de los géneros capdida, Cryptococcus y Toxulopsis los
blastoconidios fueron siempre esféricos o semiredondos, mientras

que para Hansenilospora fueron elipticos, y todos Gram positivos.

A las cepas de Candida se le realizé la formacidén de tubo
germinativo e induccién de clamidioconidios, tnicamente las de
C. albicans dieron positivas estas pruebas. Aunque cabe mencionar
que todas las de mAs cepas de Candida estudiadas, Gnicamente
formaron pseudomicelio en el medio de harina de mafiz + Tween 80.
Para éada cultivo de Cryptococcus en el medio de alpiste negro,
asi como en el agar de Sabouraud, se reconfirmé la presencia de

cdpsula mediante la tincién con Fucsina/tinta china.

De las 150 cepas puras reaisladas se realizé el APl yeast
20C¢ donde se identificaron las siguientes especies 117t (.

albicans con 3 perfiles bioquimicos de mayor frecuencia el
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2 576 170, 2 776 170 y 2 566 170; 8 de C_tropicalis, 1 de C

parapsilosis, 3 de C, lusitaniae y 1 de C. quillermondii; 11 de

C. Neoformans. v

En la tabla de resultados se han enlistado los carbohidratos
utilizados y el ndmero del perfil bioquimico obtenido, se observa
que de los 19 carbohidratos que nos proporciona el equipo 12
fueron los mas frecuentemente asimilados: dlucosa, 2~
cetogluconato, xilosa, adonitol (ribitol), xilitol, galactosa,
sorbitol, metil-D-glucosido, N-acetil-D-glucosamina, maltosa,

sacarosa, trealosa por 63 cepas de C. albicans (53%) . v

16 cepas (14 %) asimilaron arabinosa, 15 cepas (13 %) no
asimilaron el adonitol y ribitol; estos tres perfiles fueron los
mis frecuentes; el nimero restantes de cepas (20 %) varian en su
asimilacién, Lo que s8se observa claramente es que los
carbohidratos que no asimila ninguna especie de _C. albicans son
el inositol que es un alcohol; la trealosa un disacérido; y la
rafinosa que es un trisacadrido. Por lo que estas cepas no cuentan
con las enzimas para poder degradar a estos sustratos como

fuentes de carbono.

Para el C. peoformans, su perfil bioquimico muestra que de
los 19 carbohidratos, nunca utiliza el glicerol ni el xilitol
como fuente de carbono, sin embargo a diferiencia de ¢. albicans

si asimila 1la rafinosa-(mﬂ‘v“m
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En la especie C. tropicalis las 8 cepas obtenidas nunca

utilizaron al glicerol, la arabinosa, el xilitol (ribitol), al
inositol, la celobiosa, la lactosa, la melecitosa y la rafinoesa,
Es de manifiesto que en esta especie hay disminucidén de su

capacidad asimilativa. g, vug

Las 8 cepas de T. glabrata no variaron entre si{ de los
carbohidratos utilizados y dunicamente asimilaron glucosa vy
trealosa. Indicandoe con ello su incapacidad zimitica, guedando

separada claramente de las especies del género Candida que tiene

capacidad zimdtica sobre exosas, disacdridos y pentosas. g, vmy

Para C. quillermondii, C. parapsilosis, €. lusitaniae y H.
palbyensis finicamente se logrd aislar una cepa por cada caso Yy

no se pudo observar si hay o no variacién en su perfil bioquinico

(Tablas VIlle, VIUF, Villgy VIIl) ¢

Fueron un total de 5 especies diferentes de Candida que se

alslaron y de estas la Gnica que asimila inositol es ¢C.

parapsilosis.

Es muy importante destacar que el género Candida en general
tiene capacidad por degradar glucosa, 2-Cetoglutamato, xilitol,

NAG, maltosa y sacarosa.

La identificacién de H. valbyensis se realizé por triplicado
obteniendo el mismo perfil bioquimico , donde se observa

claramente la ausencia de enzimas. Como se trata de una levadura



ascosporada, se indujo su forma de reproduccién perfecta en el
medio de agar para produccion de ascosporas, durante 15 dias
comprobando la forma de ascas elipticas conteniendo 4

ascosporasg,.

La presencia de enzimas que degradan la glucosa, xilosa,
sorbitol, NAG, maltosa y sacarosa es capacidad en los géneros gue
conforman la familia Crypt caceae, aunque usualmente el género

Torulopsis tiene un perfil enzimatico distinto.

Con respecto a la presencia de infeccién por oportunistas
levaduriformes en otras patologias , se sigue manteniendo la
asociacion en DM~II, SIDA y tuberculosis. Ademds que C, albicapns

sigue ocupando el primer lugar en estas entidades.
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CONCLUSIONES

-En nuestro estudio se demuestra que en infecciones
micéticas por oportunistas activas siempre se encuentran las
formas parasitarias. En la candidosis, blastoconidios y/o
pseudomicelio, encriptococosis blastoconidios encapsulados,
en torulopsis y hanseniosporosis acumulos de

blastoconidios.

~La observacion macro y microscépica en el primoaislamiento
de hongos levaduriformes en el medio de agar Sabouraud no
es contundente para determinar género-especie. 8in embargo
en los medios de Biggy-Nickerson y alpiste negro, aseguran
el aislamiento de los géneros cCandida y Cryptococcus

respectivamente,

-La tipificacién exacta de especies de los géneros Capdida,
Cryptococcus y Torulopgis por el método auxonogréamico del
API-yeast 20C se puede considerar definitivo, aunque se
requiere de 72 hrs. para su correcta interpretacién. Las
pruebas fisiolégicas de formacién de tubo germinativo en
suero e induccién de clamidioconidios en medios pobhres
siguen siendo especificos y dtiles para identificar a ¢,

albicans.
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-La especie mas frecuentemente aislada fue C, g;gigg_g (78%)
de los que presentan 3 perfiles bioquimicas principales
(2576170/2776170/2566170), en segundo lugar se identificé
a C. neoformans (7.3%) con dos perfiles (2146133/2557373),
y € tropicalis (2556071/2556171) y T. glabrata (2000200)
ambos con el 5.3%, Se tipificaron 3 cepas de C.lusitanijiae
(2536371), una de €. guilllermondii (6672373) y otra de C.
parapsilosis (2756171). Se reporta el aislamiento por vesz
primera de H. valbyensis de una infeccion pulmonar fatal en

un paciente con SIDA; identificada por triplicado con el

perfil 2000200 y por la produccion de ascosporas.
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ANEXO I

Identificacién bioquimica.

Esta tipificacién se realiza con el equipo api yeast 20 (The
analytical profilefile index). Este es un método definitivo de
identificacién del género y especie de levadura involucrada. Se
realiza licuando el medio que se proporciona en el equipo. Se
toma una muestra de un cultivo de 24h. sembrado en medio de
Sabouraud agar, se van llenando los pozos, cada pozo contiene
un carbohidrato en el cual se podrd observar el crecimiento
mediante la turbidez que presente, esto se hace comparando con
el control negativo, que es un pozo que no contiene fuente de
carbono y el control positivo es el pozo que contiene glucosa.
La lectura se realiza a las 24, 48 y 72 h, el perfil se construye

de acuerdo al siguiente criterio.
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Lista de substratos y abreviaturas incluidos en el 20C.

pozo

1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

Prueba de asimilacion

Control

Glucosa

Glicerol
2~ceto-D~gluconato
L~arabinosa

Xilosa

Adonitol (ribitel)
Xilitol

Galactosa

Inositol

Sorbitol
Metil~D~glucisido
N-Acetil~D-glucosamina
Celobiosa

Lactosa

Maltosa

Sacarosa

Trealosa
Melesitosa

Rafinosa

60

abreviatura
0
GLU
GLY
2KC
ARA
XYL
ADO
XLT
GAL
INO
SOR
MDG
NAG
CEL

LAC

SAC
TRE
MLZ



Los 19 substratos y el control son divididos en seis grupos

de tres:

Grupos:

1 2 3 4 5 6 7
0 control  2KG ADO INO NAG MAL MLZ
GLU ARA XLT SOR CEL SAC RAF
GLY XYL GAL MDG LAC TRE

S6lo a los pocitos que presentan crecimiento (turbidez) a

las 72 hrs. se le asigna valor numérico:

Uno para el primer sustrato de cada grupo.
Dos para el segundo sustrato de cada grupo.

cuatro para el tercer sustrato de cada grupo.

El resultado final del perfil bioguimico est& formado por
siete digitos (7D). este nimero 7D se busca en el indice del
perfil analitico proporcionade en el equipo. Identificando

obteniendo asi el género-especie involucrado.
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ANEXO II

Material

Pipetas Pasteur estériles
Hisopos estériles

Pipeta calibrada de 1, 5, 10 cc.
Aplicadores de madera estériles
Tripie

Tubos de ensaye de 16 x 150
Mechero

Tela de alambre

Asa bacterioldgica

Asa micoldgica

Vasos de precipitado de 250,, 500, 1000 ml. Bulbos de goma
Cajas Petrl de vidrio
Cubreobjetos

Portaobjetos

Marcadores indelebles
Maskintape

Tapones de algodén

Equipo

Refrigerador
Autoclave

Microscopio dptico
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Equipo de API yeast 20C
Incubadora a 37" C.

Camara himeda.

Reactivos y colorantes:

Aqua destilada

Hidr6xido de Potasio (KOH) al 20 %
Cristal violeta

Lugol

Alcohol~acetona

Safranina

Suero (para formacién de tubo germinativo).

Medios de cultivo

Sabouraud agar

Biggy-Nickerson agar

Corn Meal agar + Tween 80 al 1%

Medio de Zanahoria

Agar para la produccidn de ascosporas.

Alpiste negro agar
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ANEXO III

i QOC'"’ HEFERENCE NUMBER PATIENT SEX AGE SOUNCE/SITE
pSyslem
DATE OEPT/SERVICE PHYSICIAN

O GLU GLY [ 2KG ARA XYL | ADO XLT GAL ] INO SOR DG |NAG CEL LAC [MAL SAC TAE | MLZ RAF
UH
@
124

o

onte C-[] ] -] (] ] (I
Number W F— s

ADDITIONAL INFORMATION

IDENTIFICATION

]

MICRQSCOPIC MORPHOLOGY

|
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