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Introduccion

La mucormicosis o llamada también zigomicosis, es una micosis
ocasionada por hongos del orden de los Mucorales, que se comportan como
patdgenos oportunistas en pacientes que presentan enfermedades o procesos
debilitantes principalmente diabetes mellitus descompensada y enfermedades
hematoldgicas (en especial con neutropenia), asi como en aquellos en que la
barrera cutanea haya sido dafiada. A pesar que la morbilidad es baja, la

mortalidad es muy alta.™

El éxito en la terapia consiste en un diagnostico rapido, control del
proceso concomitante, desbridamiento quirdrgico y tratamiento adecuado,
siendo anfotericina B el Unico aceptado por la FDA y las principales guias

terapéuticas para el control de la mucormicosis.t

El principal agente etiolgico es Rhizopus oryzae® seguido por Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis?, sin embargo, también puede ser ocasionada
por otros agentes como son Rhizopus microsporus var. microsporus, Rhizopus
microsporus var. oligosporus, Lichtheimia corymbifera (antes Absidia
corymbifera), Mucor spp, Rhizomucor pusillus, Cunninghamella bertholletiae,
Apophysomyces elegans y Saksenaea vasiformis®. Estudios in vitro de los
agentes etioldgicos de la mucormicosis muestran que éstos presentan distinta
susceptibilidad hacia diferentes antimicoticos, teniendo especial actividad

anfotericina B y posaconazol.

Con base en lo anterior, es importante aprender a observar y diferenciar
los distintos mucorales, a través de las caracteristicas macro y
micromorfolégicas, de manera que dicha clasificacion constituya una guia para

una mejor eleccion del tratamiento.



Objetivos

» ldentificar género y especie de los principales agentes de mucormicosis
mediante técnicas de micromorfologia, protocolizando las técnicas de

identificacion, de acuerdo con reportes en la literatura.

* Analizar la variabilidad en la susceptibilidad a los antifingicos en los

diferentes agentes de la mucormicosis
Hipotesis

« EI andlisis micromorfolégico y de pruebas de termotolerancia son
pruebas que permiten identificar de manera confiable por cualquier
persona con conocimientos basicos de micologia a los principales

agentes causales de mucormicosis.

* Los diferentes agentes de la mucormicosis presentaran distintos
espectros de susceptibilidad, siendo especialmente activo contra ellos la

anfotericina B, seguida del posaconazol.



Marco teorico
Planteamiento del problema

Durante el diagnéstico de laboratorio de una mucormicosis, es
sumamente importante la correcta identificacion de el agente causal ya que, al
presentar diferentes patrones de susceptibilidad frente a los antifiungicos
disponibles, una mala tipificacion puede ser causa de un fracaso terapéutico,
ello hace indispensable el contar con un documento que protocolice de manera
adecuada la identificacién de los agentes, por otra parte es necesario conocer
si los patrones de susceptibilidad en las cepas estudiadas corresponden con

los reportes de la literatura.



Mucormicosis.

La mucormicosis es una micosis cosmopolita ocasionada por hongos

oportunistas que pertenecen al orden Mucorales.

La mucormicosis es la micosis mas aguda y de rapida progresion que se

conoce.!

Factores predisponentes. Entre éstos los mas importantes son:

Diabetes mellitus (en estado cetoacidotico) este factor tiene especial
relacién con la mucormicosis rinocerebral.® 2

Enfermedades hematoldgicas (neutropenia, leucemia y linfomas) tienen
relacién con la variedad pulmonar.*

Transplantes de érganos (relacionados con mucormicosis pulmonar).?
Uso de deferoxamina (relacionado especialmente con mucormicosis
diseminada).?

Malnutricion (para casos gastrointestinales).

Traumas, catéteres y sitios de inyecciobn (para los casos de
mucormicosis primaria cutanea).

Patogenia. Para el establecimiento de dicha enfermedad es de suma

importancia:

Que los mecanismos de defensa estén alterados, especialmente la
actividad de neutréfilos y macréfagos.®

La presencia de iones de hierro sérico (Fe 2*). La adquisicién de hierro
es un paso critico en el mecanismo de patogenicidad de los organismos.
Si el medio es &cido, como en el caso de los pacientes con cetoacidosis
diabética, los iones hierro se disocian de la transferrina y estimulan el

desarrollo de los mucorales.!

Por lo tanto el dafio en el paciente ocurre de manera coordinada, es

decir, los defectos de migracion de macréfagos, la baja de neutréfilos o

defectos en su funcionalidad, la acidosis (diabetes) permiten el répido

crecimiento fungico. Ademéas Abramson y Mc Multy* demostraron que algunas

cepas de Rhizopus tienen un sistema enzimatico cetona-reductasa, el cual

presenta su méaxima actividad a un pH &cido y con una concentracion elevada

de glucosa; el proceso termina con dafio a las células endoteliales permitiendo



una rapida angioinvasion y trombosis de vasos, con la subsecuente necrosis y
diseminacion de la infeccion flngica.*

Clinica. Las formas clinicas mas comunes son:!
* Rinocerebral
e Pulmonar
» Gastrointestinal
* Cutanea
+ Diseminada

* Miscelanea

Diagnéstico de laboratorio.  Se realiza con examenes en fresco o

directos, de las zonas de necrosis, exudados, secreciones nasales, esputos,
lavados bronquiales, etc. aclarando la muestra con KOH al 10%, en el cual se
observan hifas gruesas, hialinas, cenociticas, dicotdbmicas; esta imagen se
considera patognomaonica. Los cultivos son de poca importancia diagnostica al
tratarse de hongos que pueden formar parte de la flora del paciente, ademas
son contaminantes frecuentes en el laboratorio. La importancia de los cultivos
es hallar al agente etiolégico (identificando al agente en base a criterios
micromorfoldgicos) por lo que es necesario hacer cultivos repetidos, el medio
més usado es agar dextrosa de Sabouraud (no se usa Sabouraud con
antibiéticos pues la cicloheximida inhibe el crecimiento de este tipo de hongos)
con un periodo de incubacién de tres a cinco dias a temperatura ambiente (25
a 28<C).*
La identificacibn de Mucorales se puede realizar con otras técnicas que
requieren de material especial como cepas de referencia para identificar por
formacion de zigosporas (reproduccion sexuada) o por PCR y posterior
secuenciacion.

Tratamiento. Hay cuatro factores criticos para controlar la
mucormicosis: un diagndstico répido, control del factor predisponente
(principalmente cetoacidosis diabética), desbridamiento quirdrgico apropiado

del tejido infectado y terapia antifungica.



El tratamiento de eleccién es la anfotericina B (en dosis de 0.25 a 0.75
mg/Kg/dia) y cuando se usa las formas lipidicas o coloidales hasta 3-5
mg/Kg/dia.*

Para una seleccion apropiada del tratamiento se pueden realizar
técnicas de susceptibilidad in vitro de la cepa en cuestion, la técnica mas usada
es la técnica de microdilucion en caldo del documento M 38-A.

Terapia coadyuvante. Como terapia coadyuvante se puede usar
oxigeno hiperbarico® 3, defasirox®, citocinas que inducen la actividad fagocitica,
como interferon gamma (INFy) y el factor estimulante de colonias de
macr6fagos (GM-CSF)®®

Medidas profilacticas. Es importante resaltar que cuando se tengan
pacientes diabéticos descompensados o con enfermedades hematolégicas
como neutropenia, leucemia o linfoma, las medidas profilacticas deben ser las
mismas que con cualquier paciente inmunodeprimido, como el aislamiento en
areas estériles, incluso es aconsejable el empleo en dosis bajas de
antimicéticos sistémicos de bajos efectos colaterales: como posaconazol,

fluconazol e itraconazol.!



Micologia

Dentro del reino Fungi, de acuerdo a la clasificacién de Hibbett et al o
(2007), se encuentra el subphylum Mucoromycotina (antes Phylum
Zygomycota) que contiene a los hongos que producen mucormicosis, estos se

encuentran en el orden de los Mucorales.!

El orden de los Mucorales esta constituido por seis familias de interés

patogénico:®

* Mucoraceae: dentro de esta familia miembros del género Rhizopus,
Mucor, Lichtheimia, Rhizomucor y Apophysomyces causan
enfermedades a los humanos.®

« Mortierellaceae: (patégeno en bovinos)®, en la clasificacién de Hibbett et
al °, se halla en el nuevo orden Mortierellales.

« Cunninghamellaceae®

« Saksenaseae®

« Syncephalastraceae®

 Thamnidiaceae: dentro de esta familia se encuentra Cokeromyces

recurvatus®

Los mucorales (zigomicetos) son un grupo de hongos holomorficos (que

presentan estados anamorficos y teleomérficos).!

La reproduccion teleomorfica o sexuada se realiza a través de
zigosporas (cigosporas), la mayoria de los mucorales son heterotalicos por lo
gue requieren la presencia de hifas fisiol6gicamente distintas (provenientes de
dos cepas), éstas deben ser compatibles: una donadora (+) y otra receptora (-).
La produccion de zigosporas homotdlicas se da en Rhizomucor mihei y en
Cokeromyces recurvatus® De la unién de las dos hifas surge, mediante

fendmenos de plasmogamia, el nuevo hongo (a partir del huevo o zigospora).

La formacion de las zigosporas ocurre cuando ramificaciones
especializadas (sexualmente orientadas) de la hifa, llamadas zigo6foros, son
atraidas a otras. El zigoforo desarrolla, cerca de su extremo, micelio de rapido
crecimiento que secreta atrayentes quimicos, dos zigoforos se acercan y al

estar en contacto se hinchan, formando el progametangio, al fusionarse dan
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lugar al gametangio, que sufre plasmogamia (mezcla de citoplasmas) y
cariogamia (mezcla de ndcleos). La pared se vuelve delgada, con multiples

capas y da lugar al zigosporangio.®

Las zigosporas pueden ser usadas para identificar especies en
Mucorales, pero no resulta posible en la practica rutinaria de un laboratorio
debido a la necesidad de contar con cepas de referencia de cada género y

especie, cepas que se encuentran solo en laboratorios de referencia.®

La reproduccion anamoérfica o0 asexuada es a través de
esporangiosporas, y es el tipo de reproduccion que se obtiene en los medios de
cultivo rutinarios; las esporangiosporas, las estructuras especializadas y la
modalidad de micelio que se encuentran en esta fase son de utilidad para la

identificacién morfolégica de los mucorales.

La mayoria de los mucorales crecen en medios ordinarios como agar
dextrosa Sabouraud (ADS). El tipo de colonias que forman son indistinguibles a
simple vista y se requiere, para la identificacién, de las caracteristicas
micromorfoldgicas, resistencia térmica y algunas pruebas bioquimicas. Las
colonias se desarrollan entre 48 y 72 horas a temperatura ambiente (25 a
28C). 1

Mientras la mayoria de los miembros de la familia Mucoraceae esporulan
rapidamente en un medio estdndar como ADS, Rizopus schipperae,
Apophysomyces elegans y Saksenaea vasiformis pueden producir tnicamente
hifas estériles bajo las condiciones ordinarias de cultivo. Para que la
esporulacién de estas especies sea estimulada se requiere someterlas a
condiciones minimas de nutrientes, después de esto es posible identificar a

dichas especies por sus caracteristicas microscépicas.®

Micromorfologia: los mucorales tienen hifas macrosifonadas, gruesas (10
a 20um), cenociticas caracteristicas del género las cuales sostienen la forma
de reproduccion asexuada por medio de estructuras denominadas
esporangi6foros;! éstos pueden ensancharse en su interfase con el esporangio,
este proceso se conoce como apdfisis, el esporangiéforo puede protruir dentro

del esporangio formando la columnela. En el esporangio ocurre la formacion de



las esporangiosporas por la divisién del protoplasma.® En algunas cepas se
observan modalidades de micelio como rizoides o estolones® (el estoldn,
cuando esté presente, forma parte del micelio vegetativo y se extiende entre

dos grupos de rizoides).?
Rhizopus

Esta compuesto por micelio macrosifonado, grueso, cenocitico, no
ramificado con abundantes rizoides, de los que se forma inmediatamente el
esporangio (100-200um), con esporangiosporas normalmente estriadas (6-
8um). La mayoria de las ramificaciones parten del rizoide, las hifas casi no se
ramifican, la columnela es ovoide; dependiendo de la especie puede haber
estolones (puentes de comunicacién entre rizoides).

Se considera que hay siete especies y variedades de Rhizopus que pueden
ocasionar enfermedades en humanos:®
e R.oryzae
* R. azigosporus
. microsporus var. microsporus
. microsporus var. oligosporus
. microsporus var. rhizopodiformis

. schipperae

L]
A 0 0 U D

. stolonifer

R. stolonifer ha sido raramente implicado como patégeno en humanos,
pero ha sido detectado en casos de alveolitis alérgica, y dado que es un
contaminante comun dentro del laboratorio es importante diferenciarlo de otras
especies de Rhizopus.” 11

Las especies oportunistas mas importantes son: R. oyzae y R.
microsporus var. rhizopodiformis.* 3

Ibrahim et al*?

reportan que tanto las esporas como las hifas de R.
oryzae pueden ocasionar dafio en células endoteliales, y que este dafio es
dependiente del in6culo y del tiempo. Ademés el dafio ocasionado a estas
células requiere que R. oryzae sea fagocitado, dicho dafio se observa incluso
sin que se requiera viabilidad del hongo. Esto, mencionan, podria explicar el

hecho de que este organismo sea refractario en los pacientes.*?
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Mucor

Estd compuesto por micelio macrosifonado, grueso, cenocitico, no posee
rizoides ni estolones y se ramifica para formar sus esporangios, que en
comparacion con los de Rhizopus, son mas pequefos y redondos (20-80um),
la columnela es ovoide, las esporangiosporas son redondas y miden de 3 a
5um; en algunas ocasiones se observan con mdultiples clamidoconidios sobre
todo cuando las cepas han sido resembradas. Una propiedad distintiva de
Mucor es el dimorfismo demostrado en algunas especies como: M. rouxii y M.
racemosus fenémeno dependiente de la concentraciéon de bioxido de carbono y
algunas sustancias hormonales.® M. circinelloides presenta estructuras en
forma de levadura cuando se siembra en caldo infusion-cerebro corazon (BHI)
a37°C.®

Las especies de Mucor que causan enfermedad en humanos incluyen:3
* M. circinelloides
hiemalis

M.
e M. indicus (M. rouxianus)
M. ramosissimus

M.

racemosus

Las especies oportunistas mas importantes son: M. circinelloides®, M.

indicus y M. ramosissimus.* 3

Lichtheimia (antes Absidia)

Estd compuesto por micelio macrosifonado, grueso cenocitico, con
escasos y pequefos rizoides, sus esporangios son pequefios (10-70um) vy las
esporangiosporas que forma son de 2 a 4um, los esporangioforos suelen
ramificarse a cierta distancia del rizoide' ademas crecen entre los rizoides y no
directamente encima de ellos (como en el caso de Rhizopus), tiene una
columnela piriforme y tiene una apofisis caracteristica al terminar el

esporangioforo.

Su produccién de sideréforos es considerado un factor de virulencia.®

11



L. corymbifera puede causar mucormicosis cutanea en pacientes sin
compromiso inmunolégico, que han sufrido traumas en accidentes en los que
se presenta contacto piel-suelo.**

La especie mas importante es L. corymbifera’ ® aunque también se ha
reportado a L. ramosa como patégena en humanos.*

Pruebas de susceptibilidad in vitro han reportado para L. corymbifera
concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de anfotericina B menores que las

reportadas para Rhizopus spp., Rhizomucor spp. y Mucor spp.**

Rhizomucor:

Presenta caracteristicas similares a Mucor, sin embargo, tiene pequefios
rizoides.! Otra caracteristica que puede diferenciarlo de Mucor es la maxima
temperatura de crecimiento ya que Rhizomucor es termofilico.?

Los rizoides, pobremente formados, se encuentran entre, y no en la base
de los esporangioforos, esta caracteristica lo distingue de Rhizopus, cuyos
esporangioéforos nacen directamente arriba de los rizoides.

Las especies oportunistas mas frecuentes son: R. pusillus® y R. miehei,

este Ultimo no ha sido descrito como patégeno humano.?

Apophysomyces

En medios ordinarios (ADS) produce micelio estéril; en medios pobres
en nutrientes se observa micelio macrosifonado, delgado, no ramificado, con
raices rudimentarias, el esporangio es piriforme (10x40um), con una columnela
y apdfisis en forma de embudo, las esporangiosporas son cilindricas.*

La especie mas importante es A. elegans.™ * Alvarez et al'® proponen
gue Apophysomyces elegans es un complejo que contiene como nuevas
especies A. ossiformis, A. trapeziformis y A. variabilis, especies que son
diferentes filogenética, morfoldgica y fisiolégicamente.®

Se ha reportado que A. elegans puede ocasionar infeccion invasiva y
rino-6rbito-cerebral en pacientes inmunocompetentes.® ' '8 Las infecciones
con A. elegans son, en su mayoria, resultado de inoculaciones traumaticas.®

En estudios de susceptibilidad in vitro se ha reportado resistencia de A.

elegans hacia anfotericina B.% *°
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Mortierella

Sus colonias son diferentes a las de otros mucorales, es decir no
presentan tanto micelio. Micromorfologicamente tiene hifas macrosifonadas,
delgadas, cenociticas (en raras ocasiones con septos). No forman rizoides sus
esporangios no poseen columnela y miden entre 20 y 80um, con
esporangiosporas de 2 a 4pm.*

La especie oportunista mas importante es M. wolfii.’* 3 M. wolfii es
considerado patdgeno bovino, y causa de aborto, placentitis, encefalitis e
infecciones pulmonares en vacas. En la literatura no se encuentran casos

probados en los que Mortierella sea patégeno humano.?

Cokeromyces

Esta formado por micelio macrosifonado, cenocitico, esporangioforo
predominantemente no ramificado que sostiene una vesicula, de ella nace un
esporangiolo que es sostenido por un tallo llamado esterigmata recurvado y
largo; cada esporangiolo contiene de 12 a 20 esporangiosporas. No presenta
rizoides.?

Los sitios de donde se ha aislado Cokeromyces recurvatus en humanos
son la vagina, el cérvix, la vejiga,® el fluido pleural y peritoneal.?

C. recurvatus es un mucoral dimorfico, en el directo de la muestra
presenta una morfologia similar a la fase levaduriforme de Paracoccidioides
brasiliensis (células alargadas levaduriformes con una o0 mdultiples

I** reportan una forma parasitaria (en pulmones)

gemaciones).®> Ryan et a
semejante a la de Coccidioides immitis (esférulas, con pared gruesa, no
gemantes).?! En ningln caso de infeccién con este hongo se han encontrado

filamentos.®

Cunninghamella

Constituida por micelio macrosifonado, cenocitico, no tiene rizoides,
algunas cepas forman hifas pectineas® los esporangi6foros terminan en una
vesicula, los esporangiolos (unicelulares a diferencia de Cokeromyces
recurvatus) nacen de las vesiculas sobre pequefios tallos llamados

esterigmata. A menudo se observan clamidoconidios.?

13



La especie oportunista mas importante es C. bertholletiae’ * aunque

también se ha reportado a C. echinulata como patégeno en humanos.?
La mayor parte de casos de mucormicosis ocasionados por C.
bertholletiae involucran senos y pulmones como sitio primario de infeccién.?
Pruebas de susceptibilidad in vitro han reportado, para C. bertholletiae,
una alta resistencia hacia anfotericina B.% 1% 232
Segun el estudio de Roden et al® la infeccién con Cunnighamella es un

factor de riesgo importante para mortalidad en pacientes con mucormicosis.?

Saksenaea

En medios ordinarios (ADS) produce micelio estéril; en medios pobres
en nutrientes se observa micelio macrosifonado, grueso, corto y cenocitico;
tiene rizoides, pero estos estadn casi pegados al esporangio (10-20um), sus
esporangiosporas son pequefias.®

La Unica especie oportunista reportada es Saksenaea vasiformis.* 3

La mayor parte de casos en los que ha sido reportado este agente,
ocurre en pacientes inmunocompetentes posterior a una inoculacion
traumatica®® aunque también se le ha reportado en mucormicosis diseminada y

en mucormicosis rino-orbito-cerebral.?’

Syncephalastrum

Formado por micelio macrosifonado, cenocitico, no tiene rizoides y sus
hifas terminan en un esporangiéforo que se ensancha para formar una vesicula
gue mide de 20 a 30um que estd rodeada por estructuras llamadas
merosporangios (una especie de saco), en los que se desarrollan las
esporangiosporas dispuestas en cadenas largas.’

Es un agente que raramente se ha asociado a mucormicosis, en 1980 se
report6 el primer caso de una infeccidén cutanea en un paciente masculino de
50 afios con diabetes como factor predisponente®; otro caso fue reportado en
2005 de una mucormicosis intraabdominal, ocasionada por una herida®® ambos
comprobados por el hallazgo de hifas cenociticas no septadas y el respectivo
cultivo.

La Unica especie conocida es Syncephalastrum racemosum.* 3
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Identificacion de hongos por técnicas moleculares

La caracteristica para discriminar individuos, cepas, especies y géneros

es la secuencia de nucle6tidos de moléculas de ADN que llevan la informacién

genética.

Las técnicas genéticas utilizadas en la identificacion de especies y

géneros de hongos comprenden:®

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) : con la que se
logra tener un gran numero de copias de un fragmento de ADN
especifico. Esta técnica consta de tres etapas:
1) Desnaturalizacion del ADN a temperatura mayor a 90°C.
2) Union especifica de los cebadores a las cadenas
sencillas mediante complementariedad de bases.
3) Extension de la cadena de ADN a copiar a partir de los
cebadores.
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de re striccion
(RFLP): permite diferenciar los microorganismos mediante el
andlisis de patrones de bandas derivados de la ruptura de su
ADN, estos patrones se originan debido a la actividad de enzimas
endonucleasas de restriccion.
Polimorfismo en la conformaciéon de cadenas sencilla S
(SSCP): Se basa en la relacion entre la movilidad electroforética
de una hebra de ADN monocatenario y su conformacion, que es
reflejo de su secuencia nucleotidica.
Polimorfismo de ADN con cebadores arbitrarios (RAPD ):
basado en la amplificacion simultdnea de multiples fragmentos de
ADN mediante PCR utilizando un unico cebador con secuencia
elegida al azar, utilizando una temperatura de alineamiento baja,
lo que favorece la poca especificidad. Los fragmentos se analizan
por electroforesis. EI nimero y tamafio de fragmentos se
mantiene constante si se usa el mismo cebador y se hace en las

mismas circunstancias.
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Estas herramientas son de utilidad para estudios genéticos vy
filogenéticos asi como para estudios epidemiolégicos y diagnésticos de hongos

involucrados en infecciones micéticas.?

Identificacion de Mucorales

El analisis de ADN, especialmente ribosomal (rADN), es util para la
identificacién de Mucorales.

El rADN es una secuencia de ADN contenida en los cromosomas del
nucléolo que codifica ARN ribosomico. Estas secuencias regulan la
transcripcion e iniciacibn de la amplificacion y contienen segmentos
espaciadores transcribibles (ITS) y no transcribibles.

El método de eleccién para identificacion de Mucorales a nivel de
especies, en cultivo, es la amplificacion por PCR de la region ITS (ITS1-5.8S-
ITS2) seguida de la secuenciacién de la misma.*® *

Se han descrito técnicas de identificacion de Mucorales para el
diagnéstico de mucormicosis que incluyen la amplificacion por PCR de la
secuencia 18S rARN, seguida de identificacion por SSCP, que permite
diferenciar infecciones causadas por Rhizopus, de las ocasionadas por otros
hongos.®

Machouart et al*

acoplan PCR (amplificando la secuencia 18S rARN)
con RFLP, diferenciando Rhizopus spp., Rhizomucor spp., Mucor spp. y
Lichtheimia corymbifera.

Chakrabarti et al*® describen un técnica en la que acoplan PCR-RFLP

132 refieren una

para una rapida identificacion de A. elegans. Jane Hata et a
técnica, para identificacion de Mucorales, en la cual se amplia el gen citocromo
b que se encuentra en Lichtheimia, Apophysomyces, Cunninghamella, Mucor,
Rhizopus y Saksenaea spp.

Dannoui et al’® presentan la identificacion de Mucorales usando
amplificacion por PCR de la region ITS y posterior secuenciacion con muestras
de tejido de cerebro y rifion (fijado con formalina y embebido en parafina) de
ratones infectados con Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus, L. corymbifera,
Rhizomucor pusillus y Mucor circinelloides, obteniendo, a excepcion de M.

circinelloides, que a mayor cantidad de muestra (1, 10 y 30 cortes) mejoraba la
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deteccidén de los Mucorales por PCR en dicho tejido asi como una correcta
identificacién 93, 98 y 100% para 1, 10 y 30 cortes respectivamente.

Alvarez et al*? reportan la identificacién de 190 Mucorales, identificados
previamente por método morfolégicos, por secuenciacion de la region de los
ITS del rADN obteniendo una coincidencia de 96.2 % a nivel especie y 100% a
nivel género. También mencionan que en su método Mucor circinelloides
presenta de 99 a 100% de similitud con Rhizomucor variabilis var. regularior.

Estas técnicas ayudarian a realizar el diagnéstico de mucormicosis asi
como a obtener el agente etiolégico en un menor tiempo que los cultivos, que

requieren un minimo de 48 horas para su identificacion.

Antifingicos frente a Mucorales

Para el tratamiento de la mucormicosis el antifingico de eleccion es la
anfotericina B (en dosis de 0.25 a 0.75 mg/Kg/dia).!

Actualmente existen cuatro tipos de anfotericina B disponibles en el
mercado:

» anfotericina B desoxicolato (AnBD)

» anfotericina B lipidica

» anfotericina B liposomal (LAmMB)

« anfotericina B de dispersion coloidal (complejo colesteril-sulfato).*

La anfotericina B desoxicolato (AnBD) es un macrdlido poliénico del tipo
heptaeno, contiene una micosamina unida al C-19. Actia como fungistéatico y
fungicida a nivel de membrana celular adhiriéndose a los esteroles de la
membrana fangica. Deja poros y espacios membranosos, causa lisis y muerte
celular.® Como mecanismo indirecto la anfotericina B estimula la via oxidativa
en la respuesta inmune, la estimulacion de los macréfagos por la anfotericina B
incrementa la produccién de peréxido de hidrégeno y de radicales libres.® El
principal efecto secundario crénico es la nefrotoxicidad.

Las formulaciones lipidicas de anfotericina son significativamente menos
nefrotoxicas que AnBD y pueden ser seguramente administradas a mayores
dosis y un mayor periodo de tiempo.*

LAmB es menos nefrotéxica que AnBD, también presenta mejor
penetracion en el parénquima cerebral superior a la de AnBD y al complejo

lipidico, la dosis de LAMB recomendada es de 5-10mg/Kg/dia.®* Ibrahim et al*®
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reportan un experimento en el que comparan la accion de AnBD contra la de
LAmB en un modelo diabético murino con mucormicosis diseminada
ocasionada por R. oryzae (principal agente etiolégico);después de evaluar la
toxicidad de ambas formulaciones eligieron las dosis diarias de 0.5mg/Kg para
AnBD,y de 7.5mg/Kg para LAmMB,; obtienen un porcentaje mayor de
supervivencia (a los 12 dias) en los tratados con LAMB (90%), en comparacion
con los tratados con AnBD (67%).%®

El posaconazol es un triazol que actia como fungistatico, a nivel de la
membrana celular, inhibiendo a la 14 a-esterol-desmetilasa generando una
membrana defectuosa que pierde la capacidad de permeabilidad.’ Frente al
posaconazol la mayoria de los Mucorales presenta buena susceptibilidad (solo
superada por anfotericina B).X> 1% 23 243741 piversas cepas de R. oryzae tienen
CMlso (concentracion minima inhibitoria) de 0.251-4pug/mL y la CMlg es de 1-
4pg/mL.* En la actualidad se considera que es el derivado triazélico con mejor
actividad. La dosis recomendada es de 800 mg/dia dividida en cuatro tomas, lo
que mejora la absorcién.' El posaconazol es una opcién razonable para
pacientes con mucormicosis refractaria 0 que son intolerantes a los polienos.42'
34,4349 Topon et al*® reportan un caso de mucormicosis postoperatoria en un
paciente con trasplante de corazén y rifildn que no mejoré con anfotericina B, a
quien se le dio como terapia de rescate posaconazol. Paul et al*’ reportan un
caso de mucormicosis pulmonar resistente hacia LAmB, causada por C.
bertholletiae, que tuvo un buen resultado con la combinacion de reseccion
quirGrgica y posaconazol.*’ El posaconazol también ha sido reportado como
una opcion para el tratamiento de salida para pacientes, con mucormicosis, que
han respondido bien con anfotericina B.**

A pesar de que las equinocandinas parecen no tener actividad in vitro

como Unicos agentes contra la mucormicosis Ibrahim et al®

reportan que R.
oryzae expresa una enzima blanco para equinocandinas (antifungicos
inhibidores de la sintesis de 1,3 D glucano sintasa).*> Ademas la combinacion
del complejo lipidico con equinocandinas puede beneficiar en la terapia segun
estudios restrospectivos de Reed, Bryant e Ibrahim.>* ¢

El voriconazol no se recomienda para tratamiento, de hecho su

administracion puede ser contraproducente, algunos autores lo han relacionado
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como un factor de predisposicion sobre todo cuando se usa como profilactico
en cuadros de inmunosupresion como los pacientes con enfermedades
hematoldgicas,” en especial aquellos que han recibido trasplante de células
madre hematopoyéticas.! > °? Se sugiere que este medicamento tiene buena
accion contra Candida spp., Scedosporium spp. y Aspergillus spp; por lo que la
inhibicion de esta flora puede hacer que los mucorales se desarrollen con mas
facilidad.™ *°

Para obtener la susceptibilidad in vitro del agente etiol6gico se deben
tener en cuenta los siguientes criterios™:

1. Una CMI no es una medicién fisica o quimica.

2. Ciertos factores del paciente son mas importantes que los resultados de
las pruebas de susceptibilidad en la determinacién de la evolucion
clinica.

3. La susceptibilidad in vitro no siempre predice el éxito en una terapia
especifica.

4. La resistencia in vitro con frecuencia se correlaciona con fracaso en el
tratamiento.

El método M38-A detalla la metodologia de macro y microdilucién en caldo
para la determinacion de susceptibilidad en los hongos més comunes que
causan micosis invasivas, entre ellos Rhizopus spp.! Contiene informacién

sobre:®3

e Composicion del medio de cultivo : medio sintético RPMI-1640 con

glutamina, sin bicarbonato y con rojo de fenol como indicador de pH.

» Buffer: se recomienda el uso de MOPS (&cido 3-N-propanosulfénico) a

una concentracion de 0.165mol/L para un pH de 7.

» Preparacion de antifingicos : las soluciones madre deben estar
preparadas en concentracion de minimo 1280ug/mL o diez veces la
mas alta concentracion a probar. Para agentes antifUngicos que no
pueden prepararse en agua como ketoconazol, anfotericina B o
itraconazol se prepara la solucion madre a una concentracion 100 veces

mayor a la més alta a probar, en un solvente adecuado, los solventes
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mas usados son: dimetilsulféxido grado analitico (DMSO) alcohol etilico,

polietilenglicol y carboximetilcelulosa.

Tabla 1 Rangos de concentracién de antifungicos.

Antifingico Rangos de
concentracion (- pg/mL)

Anfotericina B 0.0313-16

5-Fluorocitosina 0.125-64
Fluconazol 0.125-64
Ketoconazol 0.0313-16
Itraconazol 0.0313-64
Posaconazol 0.0313-64
Ravuconazol 0.0313-64
Voriconazol 0.0313-64

» Elaboracion y concentracion de los inéculos  : cultivo en PDA por 7

dias incubado a 35°C, cubrir colonias con solucién salina estéril 0.85%,
ajustar suspension de conidios 0 esporangiosporas por método

espectrofotométrico:

0.09-0.11 (80-82% de transmitancia) para Aspergillus y S. schenckii.
0.15-0.17 (68-70% de transmitancia) para Fusarium, P boydi y
Rhizopus oryzae.

* Incubacion : a 35°C
Rhizopus se examina después de 21-26 horas.

Fusarium spp, Aspergillus spp. y Sporothrix schenckii se examinan
después de 46-50 horas.
P. boydii se examina después de 70-74 horas.

* Lectura de CMI : son comparadas con un control de crecimiento (que
contiene el medio RPMI-1640 y el in6culo, sin agente antifingico). Se
asigna un numero:

4 No reduccion de crecimiento

3 Crecimiento (75% de control)
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2 Crecimiento (50% del control)

1 Crecimiento (25% del control)

0 Ausencia de crecimiento

La CMI para anfotericina B, itraconazol, posaconazol, ravuconazol y
voriconazol es la concentracion mas baja del farmaco que inhibe toda

clase de crecimiento (0).

La CMI para 5-fluorocitosina, fluconazol y ketoconazol es la
concentracibn del farmaco en la que se presenta turbidez

correspondiente al 50% del control (2).
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Material

Medios de cultivo: Agar dextrosa Sabouraud (ADS)
Agar Czapec Dox

Agar Papa Dextrosa

Reactivos: Azul de lactofenol

Cepas de mucorales obtenidas de casos clinicos o contaminacion de medios

de cultivo.

Microscopio ocular de campo claro
Portaobjetos micrométrico graduado.
Objetivo con escala micrométrica.
Incubadoras a 28°C, 37°C, 45°C y 60°C.
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Metodologia

» Se trata de un estudio descriptivo, observacional, comparativo en el cual
se incluirdn todas las cepas de mucorales causantes de mucormicosis,
de los diversos Servicios del Hospital General de México, OD. asi como

de otras instituciones hospitalarias y cepas aisladas de la naturaleza.

* No se incluirdn las cepas provenientes de los mismos pacientes en
posteriores aislados (es decir cepas aisladas durante el seguimiento

terapéutico), a menos que se tratase de cepas diferentes.

» Como criterio de exclusion se consideraran todas aquellas cepas que
sufran pleomorfismo fungico irreversible, o bien pierdan su capacidad de

crecimiento durante el presente estudio.

* Realizar la resiembra de los mucorales obtenidos en agar dextrosa
Sabouraud con un periodo de incubacién de 72 horas a 28C después
de este tiempo efectuar tanto la observacion de las colonias
(macroscépica) como la observacion y medida de las estructuras
especializadas a través de examenes directos (con azul de lactofenol)
con ayuda de un ocular graduado cuya escala haya sido determinada

con un portaobjetos graduado micrométricamente.

* Las cepas en las que no se logre observar estructuras especializadas
seran resembradas en un medio pobre (agar Czapec Dox) y seran
incubadas 72 horas a 28C, después de esto se reali zara la observacién

microscopica.

+ Realizar la siembra de los mucorales en ADS e incubar a 28°C, 37°C,
45°C y 60°C; haciendo una suspension de la cepa en solucién salina

estéril y tomando una alicuota para sembrar los 4 medios.
» Elaborar algoritmos para identificacion de mucorales.

» Clasificar a los mucorales en género y especie de acuerdo a los

algoritmos desarrollados.

23



El estudio se realizara por duplicado (dos observadores diferentes) a fin

de poder evaluar los resultados estadisticamente.

Comparar la identificacion obtenida a través de los algoritmos

planteados con la proporcionada en el estudio por biologia molecular.

Analizar la informacion de susceptibilidad in vitro de las cepas

estudiadas.
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Resultados

Después de la consulta de la literatura se elaboraron los siguientes algoritmos con base en el texto de Ribes et al.®

¢ Al reglizarel examendirecto se
encuentran estructuras de reproduccion?

Si\L l/l\lo

Esquema l Esquema®

|

Determinar género

v | }

Rhizopus spp, Mucorspp Rhizomucor spp
: l
Esquemas 2y 3 Esquema 4 Esquema5
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Esquema 1

—>NMerosporangios —=Syncephalastrum racemosum B

[T

l?

Cokeromyces recurvatus

¢Los esporangiolos
son unicelulares?

Presertan ——»Esporangiolos —>
¥ T} Cunninghamella bertholletiae

N%O-h,ucor spp Nos, rhizomucor spp

iTiene columnela
o N .
L= Esporangios —> (Tiene raices? piriforme? ——

_ 45U esporangiéforo ‘ Si> ¢Crece a 37°C7?
Si nace cirecto de la raiz? . -
<~ Rhizopus spp :

Si\l, \LNO

Lichtheimia corymbifera  Absidia spp
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Esquema 2

Rhizopusspp —> Crecimientoa 37°C

Si de mas de 1500 um

Esquema 3

Rhizopus microsporus ——>Esporangiosporas __ |

casilisas, 7-10pum

NL,Rh.fzopus stolonifer

55

Esporangio 275 1L NL,» Rhizopus microsporus

No  ¢Presenta
azigosparas?

ﬁ- Rhizopus czigosporus
i

Esporangidforo  —

S_%Rhizopus oryzae
' Esporangio 100-200 um

No . . .
—> Rhizopus microsporusvar, microsporus

Esporangiosporas
NL) estriadas y con
espinas O . . . . .
80® ? Rhizopus microsporusvar. rhizopodiformis
899
56 @
S_—) Rhizopus microsporusvar. oligosporus
i
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Esquema 4

Mucarspp — Crecimiento a 37°C ——

No " Abundantes

Si

clamidoconidios
Si

¢ Presenta esporangioforo
ramificado y circinado?

11

NOy, pucor hiemalis

Mucor racemosus

No_, Mucor ramosissimus
No . Abundantes —

clamidoconidios ~5—1-—-EP Mucor indicus

Eﬁ Mucor circinelloides
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Esquema 5

N
O—%Crecimiento a60°C —> Rhizomucor pusillus

Rhizomucor spp —> Zigospora

\‘3
‘l:.sr

S —> Rhizomucor miehei
i
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Esquema 6. Observacion después de 72 horas a 28°C en agar Czapec Dox.

Esporangio piriforme y apofisis
prominente

en forma de vaso de Champagne. —» Apophysomyces elegans

Esporangio en forma de matraz

con un tapon en el extremo superior — Saksenaea vasiformis

59

L 2

g
Grupos de10 esporangioforos saliendo %‘1 — Rhizopus schipperae
delosrizoides -



Después de la busqueda de las cepas conservadas de los Mucorales en el laboratorio de Micologia del Hospital General de

México, se obtuvieron 22 cepas que fueron rotuladas con la clave HGM-Z-01 a HGM-Z-22.
HGM-Z-01

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja, en las orillas de la caja se ve un color negro, y en la parte central se ven

pequefios puntos negros (esporangios). 7
o #OE T YRR

K
CHe

Morfologia

Esporangiéforo: ~ 900-1800um

Apdfisis: Marcada
Columnela: Globosa
Esporangio: 45-195pum

Esporangiosporas: Estriadas 7.5-11um
Rizoides: Bien desarrollados (285um de largo)

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T |37T (45T |60T

HGM-Z-01 |C X X X

Identificacion preliminar : Rhizopus stolonifer
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HGM-Z-02

Cultivo (ADS) : Micelio blanco que llena toda la caja, en las orillas de la caja se ve un color negro y en la parte central se ven
pequefios puntos negros (esporangios).
Morfologia

Esporangidéforo: 465-1500um

Apdfisis: Marcada
Columnela: Globosa
Esporangio: 60-195um

Esporangiosporas: 7.5um
Rizoides: Bien desarrollados, muy grandes vy
ramificados (285-540um de largo)

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T | 37T (45T |60T

HGM-Z-02 |C X X X

Identificacion preliminar : Rhizopus stolonifer
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HGM-Z-03

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja, muy pocos puntos negros (esporangios).
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado (195-510um)

Apdfisis: Visible
Columnela: Globosa
Esporangio: 51-150um

Esporangiosporas: Pocas, heterogéneas (5um)

Rizoides: Medio desarrollados

Clamidoconidios: Redondos

Clave 28T |37T (45T |60T

HGM-Z-03 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus microsporus var. oligosporus
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HGM-Z-04

Cultivo (ADS) : Micelio blanco que llena toda la caja, en las orillas de la caja se ve un color negro y en la parte central se ven

pequefios puntos negros (esporangios).
Morfologia

Esporangidéforo: 1050-1600um

Apdfisis: Marcada
Columnela: Globosa
Esporangio: 105-195um

Esporangiosporas: 5um
Rizoides: Bien desarrollados

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-04 |C X X X

Identificacion preliminar : Rhizopus stolonifer
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HGM-Z-05

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja, muy pocos puntos negros (esporangios).
Morfologia

Esporangidéforo: 375-975um

Apofisis: No se nota
Columnela: Globosa
Esporangio: 90-180um

Esporangiosporas: Pocas, heterogéneas, angulares (5um)
Rizoides: Medio desarrollados

Clamidoconidios: Presentes

Clave 28T |37T (45T |60CT

HGM-Z-05 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus microsporus var. oligosporus
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HGM-Z-06

Cultivo (ADS) : Micelio blanco que llena toda la caja, a orillas de la caja se ve un color negro verdoso, en el centro se distinguen
puntos blancos.
Morfologia

Esporangidéforo: 375-1850um

Apofisis: No se nota
Columnela: Globosa
Esporangio: 75-150um

Esporangiosporas: Pocas (5um)
Rizoides: Medio desarrollados

Clamidoconidios: Presentes

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-06 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus oryzae
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HGM-Z-07

Cultivo (ADS) : Micelio blanco que llena toda la caja, muy pocos puntos negros (esporangios).
Morfologia

Esporangidéforo: 420-675um

Apofisis: Visible
Columnela: Globosa
Esporangio: 75-150um

Esporangiosporas: Pocas (5um)
Rizoides: Poco desarrollados

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T | 37T (45T |60CT

HGM-Z-07 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus microsporus var. oligosporus
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HGM-Z-08

Cultivo (ADS) : Micelio blanco que llena casi toda la caja, puntos negros (esporangios) en la orilla.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado (255-645um)

Apofisis: Visible
Columnela: Globosa
Esporangio: 105-150um

Esporangiosporas: 5um
Rizoides: Poco desarrollados

Clamidoconidios: Redondos

Clave 28T | 37T (45T |60T

HGM-Z-08 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus microsporus var. oligosporus
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HGM-Z-09

Cultivo (ADS) : Color naranja-amarillo en la parte de abajo, micelio gris, con puntos grises, que tarda en llenar toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado, mayor a 510um
Columnela: 15-26um

Esporangio: 27-45um
Esporangiosporas: 4-7.5um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Abundantes (19-30um)

Clave 28T |37T (45T |60C

HGM-Z-09 |C C X X

Identificacion preliminar : Mucor indicus
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HGM-Z-10

Cultivo (ADS): Color naranja-amarillo en la parte de abajo, micelio naranja, con puntos grises, llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado, mayor a 750um
Columnela: 15-30um

Esporangio: 30-60pum
Esporangiosporas: 3-7.5um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Abundantes (15-23um)

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-10 |C C X X

il
a

Identificacion preliminar : Mucor indicus



HGM-Z-11

Cultivo (ADS): Color naranja-amarillo en la parte de abajo, micelio naranja, con puntos grises, llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado, mayor a 930um
Columnela: 11-26um

Esporangio: 27-60pum
Esporangiosporas: 5um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Abundantes (27-38um)

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-11 |C C X X

Identificacion preliminar : Mucor indicus
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HGM-Z-12

Cultivo (ADS): Color naranja-amarillo en la parte de abajo, micelio naranja, con puntos grises, llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado, mayor a 1050um

Columnela: 15-26um

Esporangio: 42-60pm

Esporangiosporas: 4-6um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Abundantes, formando cadenas de hasta cuatro (15-23um)

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-12 |C C X X

Identificacion preliminar : Mucor indicus




HGM-Z-13

Cultivo (ADS): Color naranja-amarillo en la parte de abajo, micelio naranja, con puntos grises, llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado, mayor a 900um

Columnela: 15-26um

Esporangio: 19-45um

Esporangiosporas: 3-4um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Abundantes (23-38um)

Clave 28T | 37T 45T |60C

HGM-Z-13 |C C X X

Identificacion preliminar : Mucor indicus




HGM-Z-14

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado

Columnela: No visible

Esporangio: 23um-50pum

Esporangiosporas: 5um

Rizoides: Pequefios muy pobremente desarrollados

Clamidoconidios: Abundantes (15-20um)

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-14 |C C X X

Identificacion preliminar:  Rhizomucor spp.




HGM-Z-15

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja.
Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado

Columnela: No visible

Esporangio: 42um-105um
Esporangiosporas: 5um

Rizoides: Pequefios, pobremente
desarrollados

Clamidoconidios: Abundantes

Clave 28T | 37T (45T |60T
HGM-Z-15 |C C X X

Identificacion preliminar : Rhizomucor spp.




HGM-Z-16

Cultivo (ADS): Micelio blanco al principio, tomando al centro un ligero color verde, en el reverso se ve ligeramente surcado, llena
casi toda la caja.

Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado (300um x 7.5um), nace arriba de estolones.

Columnela: Piriforme (15-26pum de ancho)
Esporangio: Piriforme (23-42um de largo)
Esporangiosporas: 3-7.5um

Rizoides: Pocos, pobremente desarrollados

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T | 37T (45T |60T

HGM-Z-16 |C X X X

Identificacion preliminar : Absidia spp.
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HGM-Z-17

Cultivo (ADS): Micelio blanco confluente (en partes se ve que no hay micelio y en otras partes se nota el micelio junto) llena toda
la caja.

Cultivo (Czapec Dox): Escaso micelio blanco pegado al agar.

Morfologia (Czapec Dox):

Esporangidéforo: 147um X 4um-695um X 4um

Columnela: No visible
Esporangio: Piriforme (19-26um de largo)
Apdfisis: Muy marcada en forma de copa

Esporangiosporas: Cilindricas (7.5um x 4um)
Rizoides: Pocos, pobremente desarrollados

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T |37T (45T |60C

HGM-Z-17 |C C C X

Identificacion preliminar : Apophysomyces elegans
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HGM-Z-18

Cultivo (ADS): Micelio blanco que llena toda la caja posteriormente se torna beige.

Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado

Vesicula: Principales: 15-27um,
Laterales: 11-15um

Esporangiolos: Aumx4pm-11pym x 11um

Rizoides: Ausentes

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T 37T 45T |60T

HGM-Z-18 |C C X X

Identificacion preliminar : Cunninghamella bertholletiae



HGM-Z-19

Cultivo (ADS) : Micelio blanco al principio después gris oscuro con un ligero brillo.

Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado

Vesicula: Piriforme (38-87um de largo)
Merosporangio: 19-45um

Merosporangiosporas: Cuadradas (4um x 4um)
Rizoides: Pocos, pobremente desarrollados
Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T |37TC |45T |60T

HGM-Z-19 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Syncephalastrum racemosum
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HGM-Z-20

Cultivo (ADS) : Micelio blanco al principio después gris oscuro con un ligero brillo.

Morfologia

Esporangidéforo: Ramificado

Vesicula: Piriforme (41-65um de largo)
Merosporangio: 15-42pm

Merosporangiosporas: Cuadradas (4um x 4um)
Rizoides: Pocos, pobremente desarrollados
Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T | 37T 45T |60C

HGM-Z-20 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Syncephalastrum racemosum
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HGM-Z-21

Cultivo (ADS) : Micelio blanco al principio, después se observan pequefios puntos negros (esporangios) a lo largo del cultivo.
Morfologia

Esporangidéforo: 525-1520um

Apofisis: Ausente

Columnela: Globosa

Esporangio: 135-165um

Esporangiosporas: Estriadas 6-7.5um

Rizoides: Bien desarrollados

Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T | 37T |45T |60T

HGM-Z-21 |C C PC |x

Identificacion preliminar : Rhizopus oryzae
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HGM-Z-22

Cultivo (ADS) : Micelio blanco al principio, después se observan pequefios puntos negros (esporangios) en la parte superior
del cultivo.

Morfologia

Esporangidéforo: 750-2000pm

Apdfisis: Ausente

Columnela Globosa 75-90um
Esporangio: 105-180um
Esporangiosporas: Estriadas 4-7.5um

Rizoides: Medio desarrollados (150um)
Clamidoconidios: Ausentes

Clave 28T |37C |45T |60C

r

HGM-Z-22 |C C C X

Identificacion preliminar Rhizopus oryzae
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Tabla 2. Comparativo de termotolerancia entre obser

Clave

Observador A

HGM-Z-01

28T

37T

45T

¢

50T

HGM-Z-02

HGM-Z-03

HGM-Z-04

HGM-Z-05

HGM-Z-06

HGM-Z-07

HGM-Z-08

HGM-Z-09

HGM-Z-10

HGM-Z-11

HGM-Z-12

HGM-Z-13

HGM-Z-14

HGM-Z-15

HGM-Z-16

HGM-Z-17

HGM-Z-18

HGM-Z-19

X IO|X[X[X|X|X|X]|X[X

HGM-Z-20

o
O

HGM-Z-21

By
(@]

HGM-Z-22

o
O

OO0 I000I0I00I00I000I000I000

OO0 X|O0I000I00I0[0[0[0[0O]|>X|O|>X|X

@

XX PXPX XXX XXX XXX XXX |[X|[X[X|X]|X]|X

C: El hongo crecié adecuadamente.
PC: Se observa crecimiento limitado del hongo.

x: El hongo no crecid

vadores.
Observador B
28C |37C #¥U5T 60T
C X X X
C C PC X
C X PC X
C PC PC X
C C PC X
C C PC X
C C PC X
C C PC X
C C X X
C C X X
C C X X
C C X X
C C X X
C X X X
C C X X
C X X X
C C C X
C C X X
C C PC X
C C PC X
C C PC X
C C C X
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Tabla 3. Comparativo de identificacibn morfologica entre-observadores.

Clave Observador A

Observador B

HGM-Z-01 |Rhizopus stolonifer

Rhizopus stolonifer

HGM-Z-02 | Rhizopus stolonifer

Rhizopus microsporus var. oligosporus

HGM-Z-03 | Rhizopus microsporus var. oligosporus

Rhizopus stolonifer

HGM-Z-04 | Rhizopus stolonifer

Mucor circinelloides

HGM-Z-05 | Rhizopus microsporus var. oligosporus

Rhizopus microsporus var. oligosporus

HGM-Z-06 |Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae

HGM-Z-07 | Rhizopus microsporus var. oligosporus

Rhizopus microsporus var. oligosporus

HGM-Z-08 | Rhizopus microsporus var. oligosporus

Rhizopus stolonifer

HGM-Z-09 | Mucor indicus

Mucor indicus

HGM-Z-10 | Mucor indicus

Mucor indicus

HGM-Z-11 | Mucor indicus

Cunninghamella bertholletiae

HGM-2Z-12 | Mucor indicus

Cunninghamella bertholletiae

HGM-Z-13 | Mucor indicus

Mucor ramosissimus

HGM-Z-14 | Rhizomucor spp.

Rhizomucor spp.

HGM-Z-15 | Rhizomucor spp.

Cokeromyces recurvatus

HGM-Z-16 | Absidia spp.

Absidia spp

HGM-Z-17 | Apophysomyces elegans

Apophysomyces elegans

HGM-Z-18 | Cunninghamella bertholletiae

Cunninghamella bertholletiae

HGM-Z-19 |Syncephalastrum racemosum

Syncephalastrum racemosum

HGM-Z-20 |Syncephalastrum racemosum

Syncephalastrum racemosum

HGM-Z-21 | Rhizopus oryzae

Rhizopus microsporus var. oligosporus

HGM-Z-22 | Rhizopus oryzae

Rhizopus stolonifer

Identificacion del género Rhizopus

Identificacion del género Mucor

k= 0.91
K= 0.84

Identificacion de Rhizomucor inadecuada, debida al azar.

Identificacién de Absidia coincidié en ambos observadores.

Identificacion de Apophysomyces elegans coincidié en ambos observadores.

Identificacion de Cunninghamella bertholletiae inadecuada, debida al azar.

Identificacion de Syncephalastrum racemosum coincidi6 en ambos

observadores.
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Tabla 4. Comparativo de identificacion observador A

-molecular

Clave Observador A Identificacién molecular (*)
HGM-Z-01 |Rhizopus stolonifer Rhizopus oryzae

HGM-Z-02 | Rhizopus stolonifer Rhizopus oryzae

HGM-Z-03 | Rhizopus microsporus var. oligosporus | Rhizopus microsporus var. oligosporus
HGM-Z-04 | Rhizopus stolonifer Rhizopus oryzae

HGM-Z-05 | Rhizopus microsporus var. oligosporus | Rhizopus microsporus var. oligosporus
HGM-Z-06 |Rhizopus oryzae Rhizopus oryzae

HGM-Z-07 | Rhizopus microsporus var. oligosporus | Rhizopus microsporus var. oligosporus
HGM-Z-08 | Rhizopus microsporus var. oligosporus | Rhizopus microsporus var. oligosporus
HGM-Z-09 | Mucor indicus Mucor indicus

HGM-Z-10 | Mucor indicus Mucor indicus

HGM-Z-11 | Mucor indicus Mucor indicus

HGM-Z-12 | Mucor indicus Mucor indicus

HGM-Z-13 | Mucor indicus Mucor indicus

HGM-Z-14 | Rhizomucor spp. Rhizopus oryzae

HGM-Z-15 | Rhizomucor spp. Rhizopus oryzae

HGM-Z-16 | Absidia spp. -

HGM-Z-17 | Apophysomyces elegans -

HGM-Z-18 | Cunninghamella bertholletiae Cunninghamella bertholletiae
HGM-Z-19 |Syncephalastrum racemosum Syncephalastrum racemosum
HGM-Z-20 |Syncephalastrum racemosum Syncephalastrum racemosum
HGM-Z-21 | Rhizopus oryzae Rhizopus oryzae

HGM-Z-22 | Rhizopus oryzae -

(*) La identificacion molecular fue realizada en la Unidad de Micologia. Escuela de Medicina y
Ciencias de la Salud Universitat Rovira i Virgili, Reus, Tarragona, Espafia por J. Guarro con la
técnica de secuenciacion de la region ITS de ADN ribosomal.

Identificacion del género Rhizopus

Sensibilidad: 80%
Especificidad: 100%
Valor Predictivo Positivo: 100%

Valor Predictivo Negativo: 83.3%

Identificacion de Rhizopus microsporus var. oligosporus (n=4) coincidié en

ambas pruebas.

Identificacion de Rhizopus stolonifer incorrecta.

Identificacion de Rhizomucor incorrecta.
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Identificacion de género y especie de Mucor (n=5) coincidié en ambas pruebas.
Identificacion de Cunninghamella bertholletiae (n=1) coincidi6 en ambas
pruebas.

Identificacion de Syncephalastrum racemosum (n=2) coincidi6 en ambas

pruebas.
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Tabla 5. Reporte de susceptibilidad in vitro.

CMI (ug/mL)(*)
Identificacion imc e | [vrc vrc | |psc psc ||amB  AmB
Rhizopus oryzae
HGM-Z-01 2 2 4 >8 1 2 0.5 1
HGM-Z-02 8 2 >8 >8 4 1 0.5 1
HGM-Z-04 4 2 4 >8 1 1 1 2
HGM-Z-06 4 4 >8 >8 1 2 0.25 1
HGM-Z-14 4 2 1 4 2 1 1 0.5
HGM-Z-15 2 2 4 1 2 1 1 1
HGM-Z-21 4 4 >8 >8 2 2 1 2
Rhizopus microsporus var.
oligosporus
HGM-Z-03 2 2 >8 >8 0.5 1 2
HGM-Z-05 4 4 >8 >8 2 0.5 1
HGM-Z-07 2 2 >8 1 1 0.5 0.5 1
HGM-Z-08 2 4 4 1 2 1 1 2
Mucor indicus
HGM-Z-09 1 1 4 8 0.5 2 0.5 0.5
HGM-Z-10 2 4 8 8 1 1 1 1
HGM-Z-11 2 2 4 8 1 0.5 1 1
HGM-Z-12 2 2 2 4 1 1 1 1
HGM-Z-13 2 8 >8 4 1 1 0.5 1
Absidia spp
[Hom-Z-16 [+ s f[>s >sfl2 4 f[2 1|
Apophysomyces elegans
|HGM—Z—17 | 05 4 | | 2 2 | | 1 0.5 | | 2 2 |
Cunninghamella bertholletiae
|HGM-Z-18 | 4 2 | | 4 4 | | 2 2 | | 2 0.5 |
Syncephalastrum racemosum
HGM-Z-19 4 4 4 1 2 2 2
HGM-Z-20 2 4 4 2 1 0.5 2

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. ITC: Itraconazol. VRC: Voriconazol. PSC: Posaconazol.

AMB: Anfotericina B.

Los valores marcados en rojo son los asociados a resistencia.

(*) La determinacion de las CMis fue realizada en el Departamento de Microbiologia, Facultad
de Medicina, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Monterrey por la Doctora Gloria M.
Gonzalez con el método de microdilucién en caldo (M38-A).
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Discusion

Para la identificacion de los mucorales, es necesario basarse en
diversos conceptos: macromorfologia colonial; micromorfologia, que demuestra
las formas de reproduccion asexuada o fases anamorficas, estas incluyen
esporangiosporas (endosporas), esporangiolos y meroesporangiosporas, asi
como los tipos y modalidades de micelio; pruebas térmicas; y pruebas
bioquimicas de degradacion y/o utilizacion de carbohidratos, siendo estas muy

irregulares, por lo que la mayoria de investigadores no lo utilizan.® 3

El reporte de la termotolerancia de los mucorales es de utilidad para la
identificacion de algunos de ellos, por ejemplo Rhizopus stolonifer, a diferencia
de las otras especies del género Rhizopus, no crece a 37°C,? también permite
diferenciar a especies del género Mucor ya que ni M. hiemalis ni M. racemosus
crecen a 37°C, a diferencia de M. ramosissimus, M. indicus y M. circinelloides.?
La prueba de termotolerancia también puede resultar de ayuda en la
identificacion de Rhizomucor dado que Rhizomucor pusillus (patdégeno en
humanos) puede soportar una temperatura de hasta 60°C. En la comparacion
entre observadores de los resultados de termotolerancia se hallan diferencias
en cuatro de ellos: HGM-Z-02, HGM-Z-03, HGM-Z-04 y HGM-Z-14, esta
diferencia pudo deberse a la manera de la siembra de los cultivos que se
incubaron a las diferentes temperaturas (partiendo de una suspension, en
solucién salina estéril, de las cepas) teniendo la posibilidad de que algunos
medios no fueran bien inoculados y se reportara que el hongo no crecid a
determinada temperatura, esto también explica la identificacibn por ambos
observadores de HGM-Z-01 como R. stolonifer cuando la biologia molecular lo
identific6 como R. oryzae. Por dicha razon resulta apropiado realizar una
suspension homogénea del hongo o realizar la siembra directa de la colonia al
medio de cultivo estérii con el fin de asegurarnos de sembrarlo
adecuadamente. Tanto HGM-Z-02 como HGM-Z-03 fueron identificados por
ambos observadores como pertenecientes al género Rhizopus, sin embargo
presentan diferencias en el reporte de su crecimiento a 37°C, lo cual se ve
reflejado en la posterior identificacion de la especie de los respectivos

mucorales.®
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Para evitar el posible pleomorfismo fungico en este estudio se realizé la
siembra de los mucorales en medio de agar papa dextrosa, el cual es un medio
que permite esporulacién y conservacion de hongos.! Ninguna de las veintidds

cepas sufrié este fendémenao.

La medicion y observacion al microscopio de las estructuras en las
cepas recolectadas en este trabajo permiti6 comprobar lo reportado en la
literatura respecto a las caracteristicas presentadas por los distintos géneros de

mucorales.

Las diez cepas identificadas morfologicamente como Rhizopus
presentan, en general, las caracteristicas reportadas en la literatura® presentan
rizoides, esporangiosporas estriadas, la medida de los esporangios que abarca
un rango de 45-195um y de los esporangioforos con un rango de 255 a
2000um, mientras que en la literatura se reportan de 50 a 275um, y de 350 a

més de 2000um respectivamente.®

Las cinco cepas identificadas morfolégicamente como Mucor no
presentan rizoides, tienen esporangioforo ramificado, esporangios menores de
100um, esporangiosporas lisas y abundantes clamidoconidios; a pesar de que
se hallé diferencia en las medidas de éstos con respecto a lo reportado en la
literatura® las cinco cepas fueron clasificadas como M. indicus de acuerdo a las

otras caracteristicas (morfologicas y de termotolerancia).

También fue posible identificar en HGM-Z-16 las caracteristicas
descritas del género Absidia, presentando rizoides simples, esporangiéforo

naciendo entre rizoides y columnela y esporangio piriformes.*

La cepa HGM-Z-17, identificada como Apophysomyces elegans, fue la
Unica que se sembrd en agar Czapec-Dox (debido a que en ADS no produjo
estructuras de reproduccién), y se incub6 por 96 horas, después de ese tiempo,
el cultivo muestra crecimiento de micelio apenas visible en las paredes del tubo
de ensayo y pegado al agar, es importante tener en cuenta esta caracteristica
ya que al pasar a este hongo al medio pobre en nutrientes no presenta el

crecimiento que caracteriza a los mucorales de llenar el tubo o caja en que fue
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sembrado, pero aun con el escaso crecimiento en dicho medio, al realizar el
examen directo se observan sus estructuras de reproduccion, las medidas de
sus estructuras coinciden con las reportadas para este mucoral, pero la medida

de los esporangios encontrados fue menor que la reportada en la literatura.®

La cepa identificada como Cunninghamella bertholletiae (HGM-Z-18)
presenta esporangioforos terminados en vesiculas principales y vesiculas
laterales aunque estas estructuras tienen un didmetro menor al reportado en la

literatura, la medida de los esporangiolos coincide.®

Las cepas identificadas como Syncephalastrum racemosum (HGM-Z-19
y HGM-Z-20) presentan esporangiéforos ramificados terminados en vesiculas
sobre las cuales se encuentran los merosporangios y dentro de estos ultimos
las merosporangiosporas; las medidas de las vesiculas y de las esporas
coinciden con las reportadas en la literatura mientras que las de los

merosporangios son un poco superiores.®

Las diferencias entre las medidas reportadas para los mucorales pueden
deberse al tiempo de incubacién después del cual se realiza el examen directo,
los mucorales pueden crecer en un tiempo que varia de las 24 a 48 horas', sin
embargo el examen directo de los mismos, para su posterior identificacion,
realizado a las 48 horas, no favorecid, en una cepa (HGM-Z-16) la aparicion de
estructuras suficientemente maduras. Debido a lo anterior esta prueba es

solamente presuntiva.

En el examen directo realizado a las 72 horas, se comprobo la presencia
de estructuras de reproduccion maduras para todos los mucorales (a excepcion
de HGM-Z-17); al realizar el examen directo a las 96 horas las mediciones de
las estructuras coincidian con el realizado a las 72 horas, sin embargo un
examen directo realizado posteriormente (mds de una semana) presenta
envejecimiento de estructuras, tales como el esporangio, que dificulta su

medicion.

Al comparar la identificacion, entre los observadores, de los mucorales a
través del uso de los algoritmos planteados en este trabajo se observan

diferencias. EI mucoral con clave HGM-Z-04 es clasificado por un observador
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como Rhizopus y por otro como Mucor. Esta discordancia presentada puede
ser explicada por la realizacién de un inadecuado examen directo, en el caso
de ser Rhizopus este deberia presentar la modalidad de micelio en “rizoide”, sin
embargo, es posible no observar dicha estructura en el directo por eso es
necesario realizar mas de un examen directo del hongo en cuestion asi como
una revisibn minuciosa del mismo que permita encontrar las estructuras
buscadas; otro dato que permite distinguir estos dos géneros es el tamafio de
los esporangios que en Rhizopus suelen ser mas grandes (100-200um),
mientras que en Mucor no suelen rebasar los 100um; ademas las
esporangiosporas que presenta el género Rhizopus muestran rugosidades,
mientras que las presentadas por Mucor son mas bien lisas.® También se hallan
diferencias en la identificacion de la especie de los mucorales HGM-Z-08,
HGM-Z-21 y HGM-Z-22, clasificados como Rhizopus, esto puede deberse a
que, en los algoritmos aplicados, se plantea la medicion del esporangioforo que
puede resultar complicada si, al realizar el examen directo, no se obtiene la
estructura completa (esporangio-esporangioforo-rizoide) en dado caso se
puede realizar la medicion de la estructura incompleta, es decir medicion de la
longitud del esporangiéforo desde el esporangio aunque la terminacion de
rizoide no se encuentre. Es importante revisar varios campos en la preparacion,
con el fin de identificar los diferentes tamafios de las estructuras y asegurar la
precision de las mediciones, lo cual permitirda hacer un mejor uso de los
algoritmos. También seria necesario contar con laminillas de referencia que
nos permitan conocer la micromorfologia de las estructuras que se buscan para

cada mucoral.

En el caso de HGM-Z-10 y HGM-Z-11 que por un observador son
clasificados como Mucor y por el otro como Cunninghamella, las estructuras
que posee uno de ellos resulta totalmente distintas a las del otro, sin embargo
los esporangios de Mucor pueden tener un ligero parecido a la formacion
madura de los esporangiolos en Cunninghamella® a pesar de ello existen otras
caracteristicas que nos permiten distinguir ambos géneros, el tamafio de las
esporangiosporas de Mucor, que suelen ser ovaladas y medir de 3 a 5um,

resulta pequefio comparado con las que presenta Cunninghamella que son
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redondas y suelen medir 11pm cuando se encuentran sueltas.®> Con respecto a
HGM-Z-15 encontramos que existe diferencia en la identificacion del género del
hongo (entre ambos observadores), es probable que dicha diferencia sea
debida al tiempo de crecimiento de las colonias a las cuales se les realizo el
directo, si el analisis microscopico se realiza cuando el cultivo lleva mas de una
semana, es posible observar estructuras que resulten confusas, pues los
esporangioforos pueden hallarse sobrepuestos y, en general, se hace dificil
observar estructuras enteras, como el esporangio, lo cual genera errores en el

uso adecuado de los algoritmos.

Al realizar un analisis de coeficiente de kappa interpretado con los
criterios de Fleiss® es posible observar que en la identificacién del género
Rhizopus existe una coincidencia adecuada, no debida al azar (k= 0.91). Con
respecto a la identificacion del género Mucor se obtiene también una
coincidencia adecuada no debida al azar (k= 0.84), sin embargo se encuentran
diferencias en la identificacion de la especie; tomando en cuenta que en los
algoritmos se propone como factor importante la presencia o ausencia de
clamidoconidios, resulta relevante saber diferenciar dichas estructuras y revisar
varios campos de la laminilla con el fin de buscar de manera intencionada las
estructuras deseadas. La identificacion de los mucorales restantes Rhizomucor
spp. (HGM-Z-14), Absidia (HGM-Z-16), Apophysomyces elegans (HGM-Z-17) y
Syncephalastrum racemosum (HGM-Z-19 y HGM-Z-20) coincide entre ambos
observadores. La realizacion del ensayo por duplicado nos da una idea de la
reproducibilidad de la identificacién usando los algoritmos elaborados, esta fue
comprobada para los géneros Rhizopus, Mucor, Absidia, Apophysomyces
elegans y Syncephalastrum racemosum, sin embargo no hay coincidencia para
la especie (la cual resulta importante en caso de identificar a un mucoral como

Rhizopus o como Mucor).

Al comparar los resultados de nuestro método con el estandar de oro
(biologia molecular), obtenemos en la identificacién del género Rhizopus una
sensibilidad del 80% lo que nos indica que, con el uso de los algoritmos, es
posible identificar en un 80% como Rhizopus, a los mucorales pertenecientes a
dicho género, sin embargo un 20% de mucorales puede ser clasificado en otro
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género (en el caso del presente estudio Rhizomucor). La especificidad del
100% nos indica que los hongos que no pertenecen al género Rhizopus no son
clasificados como pertenecientes al mismo. So6lo en el caso de las cepas
identificadas como Rhizopus microsporus var. oligosporus se encuentra
coincidencia total con la identificacion molecular. En cuanto a Mucor la
identificacién de las cinco cepas coincidieron a nivel género y especie con la
identificaciéon molecular, lo cual nos indica la capacidad de identificar hasta
nivel especie a los mucorales del género Mucor, sin embargo resultaria
conveniente haber contado con distintas especies de Mucor, estudio que nos
permitiria comprobar la identificacion de las mismas, sobre todo tomando en
cuenta que las especies de Mucor que mas comunmente se hallan como
patégenas son M. circinelloides y M. ramosissimus." Con respecto a los
géneros restantes Cunninghamella y Syncephalastrum presentan también
coincidencia, lo cual era esperado dado el hecho de que ambos géneros tienen
estructuras muy caracteristicas que permiten su identificacion microscopica con
relativa facilidad. Las cepas HGM-Z-14 y HGM-Z-15 fueron identificadas (por el
observador A) como Rhizomucor spp., debido al hallazgo de ramificaciones en
el esporangioforo y rizoides muy simples, sin embargo al comparar dichas
identificaciones con la biologia molecular no se obtiene una coincidencia si no
gue se reporta como Rhizopus oryzae, lo cual nos permite darnos cuenta que,
a veces, el esporangioforo de Rhizopus puede encontrarse ramificado. La
identificacién molecular de las cepas HGM-Z-16 y HGM-Z17 no fue posible por
contaminacion del material enviado, mientras que la cepa HGM-Z-22 se obtuvo
de un paciente en una fecha en la cual el andlisis molecular se habia cerrado,

motivo por el cual no se tiene su identificacion por biologia molecular.

En el trabajo de Alvarez et al.?

se reporta la comparacion de
identificacién morfolégica de 190 cepas de mucorales versus biologia molecular
obteniendo una correlacién de 92.6% a nivel género y especie y 100% a nivel
género incluyendo los géneros Rhizopus, Mucor, Lichtheimia, Cunninghamella,
Rhizomucor, Apophysomyces.?® Estos resultados nos indican la posibilidad de
una identificacion bastante adecuada para los distintos mucorales productores
de mucormicosis siempre y cuando el observador adquiera experiencia en la

observacion e identificacion de las estructuras fungicas asi como una mas
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completa elaboracion de algoritmos que nos permitan tener mayor certeza en la

identificacién tanto a nivel de género como de especie.

Para analizar la susceptibilidad de las cepas de acuerdo a las CMis
reportadas se usaron los siguientes criterios (extrapolando lo encontrado en

levaduras, a falta de informacion semejante en hongos filamentosos):61

Tabla 6. Criterios de susceptibilidad de antimicéti cos

CMI (pg/mL)
Susceptibilidad
Antimicético | Susceptibilidad | dosis-dependiente Resistencia
Anfotericina B <1 - 22
Itraconazol <0.125 0.25-0.5 21
Voriconazol <1 2 24
Posaconazol | No determinado | No determinado | No determinado

El reporte de sensibilidad in vitro de las cepas de mucorales muestra que
anfotericina B es el antimicético que presenta mejor actividad frente a este tipo
de hongos (con las CMIs menores), seguido de posaconazol; por otra parte,
voriconazol es el antimicético que presenta menos actividad frente a los
mucorales de este estudio con una CMI mayor a 2ug/mL todo lo cual coincide

con lo reportado en la literatura, 1923 24. 37,40

La susceptibilidad hacia anfotericina B es similar en las cepas identificadas
como R. oryzae, sin embargo algunas muestran resistencia (CMI 2ug/mL), lo
mismo ocurre con las cepas identificadas como R. microsporus var.
oligosporus, lo que no nos proporciona un patrén definido para asociar

resistencia o susceptibilidad, una vez determinados el género y la especie.

Todas las cepas de Mucor indicus fueron susceptibles frente anfotericina B.
Mientras que las cepas HGM-Z-16, HGM-Z-17, HGM-Z-18, HGM-Z-19 y HGM-
Z-20; Absidia spp. A. elegans (ambas sin comprobacién por biologia
molecular), C. bertholletiae, S. racemosum y S. racemosum respectivamente,
presentan resistencia hacia anfotericina B. De las cepas mencionadas HGM-Z-
17 presenta hacia posaconazol la CMI mas baja (0.5pg/mL). A diferencia de lo

hallado en el presente estudio, en la literatura se reporta susceptibilidad de
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Absidia,®® y S. racemosum? hacia anfotericina B; sin embargo, coincidiendo
con lo encontrado en los reportes, A. elegans presentd resistencia hacia
anfotericina B (2ug/mL) mientras que presenta susceptibilidad hacia
posaconazol (0.5pg/mL);** *° la resistencia in vitro hacia anfotericina B también

se ha demostrado para cepas de C. bertholletiae.** 1% %

Frente a posaconazol, los valores de CMIs encontrados son iguales o
superiores a los encontrados frente anfotericina B, a pesar de ello en las cepas
HGM-Z-03, HGM-Z-17 y HGM-Z-20, R. microsporus var. oligosporus, A.
elegans y S. racemosum respectivamente, se hallaron valores de CMI de
posaconazol inferiores a los de anfotericina B. Las CMIs de posaconazol
muestran valores semejantes entre los diferentes mucorales estudiados, sin
embargo en la literatura posaconazol presenta valores de CMIs mayores en

Mucor que en otros mucorales.*®

Comparando las CMIs de posaconazol frente a las especies de Rhizopus se
encontraron valores menores para R. microsporus (0.5, 1, 2ug/mL) que para R.

oryzae (1, 2, 4ug/mL), este dato también se halla reportado en la literatura.®

Itraconazol no presenta una buena actividad ante las cepas de mucorales
estudiados (CMI= 2, 4, 8ug/mL), excepto para HGM-Z-17 A. elegans (CMI
0.5pg/mL). En la literatura itraconazol presenta buena accion contra cepas de

Lichtheimia®® 1% 24 3740 y Rhizomucor®® 1 24 4% sinh embargo para Rhizopus spp.
el rango varia de 0.25 a > 32ug/mL.'° En este estudio, sin embargo se obtuvo

resistencia hacia itraconazol de la Unica cepa identificada como Absidia.

En la identificacion inter-observadores se obtuvo una coincidencia en la
identificaciéon de los géneros Rhizopus, Mucor, Absidia, Apophysomyces y
Syncephalastrum, pero no coincidié la identificacién a nivel de especie en el

caso de Rhizopus, y solo en dos cepas, en el caso de Mucor.

En comparacion con la identificacion molecular se obtuvo sensibilidad
80% vy especificidad 100% para la identificaciéon del género Rhizopus y una

coincidencia a nivel de especie en la identificacion de Rhizopus microsporus
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var. oligosporus, Mucor indicus, Syncephalastrum racemosum vy

Cunninghamella bertholletiae,

Es necesario, por lo tanto desarrollar algoritmos méas especificos para la
diferenciacion del género Rhizopus con género Rhizomucor, asi como para la

identificacion a nivel especie de Rhizopus.

La técnica més apropiada para la identificacion de mucorales, como de
muchos hongos, es el analisis de las secuencias de ADN (especialmente el
ribosomal),?? sin embargo su realizacién rutinaria en el laboratorio de micologia
es, por ahora, inalcanzable, por lo que resulta de utilidad conocer y dominar las
caracteristicas microscépicas que nos permitan diferenciarlos con materiales

disponibles en el laboratorio.
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Conclusiones

* El uso de los algoritmos planteados en este trabajo presenta una
concordancia no debida al azar que permite una identificacion igual entre
observadores para los géneros Rhizopus (k=0.91), Mucor (k=0.84),
Lichtheimia (Absidia), Apophysomyces y Syncephalastrum.

» Existe concordancia entre la identificacion del género del mucoral
encontrado, a través de los algoritmos planteados en este trabajo,
comparado con la identificacibn molecular del mismo (89.4%), sin
embargo no para la identificacion a nivel especie del género Rhizopus
(62.5%), lo que nos indica la necesidad de desarrollar algoritmos mas
explicitos respecto a las caracteristicas de las especies que conforman
el género Rhizopus.

* En la identificacion correcta de los mucorales es importante el tiempo de
incubacién previo a la realizacion del examen directo con el fin de tener
una observacion precisa de las estructuras.

« Para la identificacion de la especie de los mucorales es necesario
conocer la micromorfologia de las estructuras (esporangioforo,
esporangiosporas, esporangiolos y clamidoconidios) asi como una

busqueda y medicion de las mas representativas.

» El reporte de susceptibilidad in vitro nos muestra, para los mucorales
estudiados, la mejor actividad para la anfotericina B, seguida de
posaconazol; sin embargo muestra resistencia hacia voriconazol y hacia

itraconazol.

* Los valores de CMI mostrados para Apophysomyces elegans (HGM-Z-
17) y Cunninghamella bertholletiae (HGM-Z-18) nos muestran su
resistencia hacia anfotericina B, por lo tanto la identificacién de alguno
de estos dos mucorales como agente causal de mucormicosis nos debe
advertir de una posible respuesta inadecuada hacia el tratamiento de
eleccion (anfotericina B), y sugerir el uso de posaconazol como terapia

alternativa.
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» El valor en las CMIs hacia anfotericina B y posaconazol, varian incluso
entre las cepas que pertenecen al mismo género y especie, sin embargo
lo obtenido en este trabajo, nos permite, comprobar las diferencias que
existen entre los distintos agentes etiologicos de la mucormicosis y nos
hace ver la necesidad de realizar estudios similares con una mayor
cantidad y variedad de cepas que permitan generalizar un
comportamiento con respecto a la susceptibilidad a los antifingicos
disponibles que permitan, en ausencia de la susceptibilidad de la cepa,

elegir el tratamiento mas adecuado.
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