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. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Trichosporon, es una levadura de amplia distribucién en la naturaleza,
forma parte de la microbiota normal de la boca, piel y uhas. Desde 1992, se
describieron 34 especies, de las cuales 7 han sido relacionadas como
causantes de micosis en el humano, principalmente de infecciones
superficiales como la “piedra blanca” en individuos inmunocompetentes. De las
7 especies Trichosporon cutaneum y Trichosporon inkin estan asociadas a
infecciones superficiales; mientras que Trichosporon asahii con infecciones
profundas o diseminadas en pacientes inmunosuprimidos. Recientemente ha
sido reportado una pobre respuesta a las diversas drogas antifungicas en los
pacientes con tricosporonosis diseminada, y una alta mortalidad en quienes
han sido tratados con anfotericina B (AMB); algunos estudios han demostrado
que T. asahii presenta resistencia frente a antifungicos como AMB y 5 —
fluorocitocina.

En México se han descrito algunos estudios de infecciones superficiales
causadas en la mayoria de los casos por Trichosporon sp. y en algunos
Trichosporon beigelii. En la actualidad el nombre de esta especie esta en
desuso y ha sido sustituida por T. cutaneum.

En nuestro pais se desconoce la frecuencia y la distribucidén de las micosis
causadas por las diferentes especies de esta levadura, asi como las formas
clinicas que causan. Ademas no existen trabajos en la literatura nacional sobre
el patrén de sensibilidad antifungica. Es importante conocer estos aspectos,
debido a que es una levadura emergente y ademas la resistencia que ha
mostrado alguna de la especies frente a AMB. Por lo tanto, es necesaria la
identificacion de las especies del agente causal, la elaboracion de estudios de
sensibilidad antifungica in vitro para evaluar la actividad de las diferentes
drogas frente a las especies de Trichosporon, para determinar las especies

resistentes y finalmente establecer un tratamiento temprano y oportuno.



1.2 HIPOTESIS

Trichsoporon cutaneum sera la principal especie identificada como causante

de infecciones superficiales.

El morfotipo predominante estara caracterizado por las colonias rugosas,
amarillentas y glabras.

Anfotericina B mostrardn menor actividad sobre las especies de

Trichosporon.

Voriconazol tendra la mayor actividad sobre las diferentes especies de
Trichosporon.



1.3 OBJETIVOS GENERALES

v' Identificar la especie de los asilamientos clinicos de Trichosporon.
v’ Determinar el patron de sensibilidad en aislamientos clinicos de
Trichosporon sp. frente a diferentes antifungicos mediante el método de

microdiluciéon en caldo.

1.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar las caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscopicas de
cada uno de los aislados de Trichosporon.

¢ Identificar las diferentes especies de Trichosporon por su patrén de
asimilacion de carbohidratos.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para cada antifungico,
con respecto al 80% de inhibicion de crecimiento.

e Conocer la frecuencia de resistencia de las especies de Trichosporon a

ketoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, anfotericina B y terbinafina.
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. ANTECEDENTES
2.1 Datos historicos de Trichosporon.

Este hongo fue descrito por Beigel en 1865 al observar nddulos blancos
adheridos al pelo de una peluca, por lo que le denomind como “hongo del
mofo”. Rabenhorst, en 1867 acufio el nombre binomial Pleurococcus beigelii.
Behrend, en 1890 cre6 el género Trichosporon. Vuillemin, en 1902 observo
nddulos en el pelo del bigote de un paciente y aislé un hongo levaduriforme al
cual le denominé Trichosporon beigelii. Paul Horta en 1911, clasifico a las
piedras en dos tipo: Piedra negra y Piedra blanca, esta ultima entidad causada

por T. beigelii. "
2.2 Habitat Natural

La palabra Trichosporon es derivada del griego y representa la combinacion
de Trichos que significa pelo, con sporon que significa esporas.

Trichosporon es una levadura de amplia distribuciéon en la naturaleza,
comunmente se aisla de suelo, de agua en zonas tropicales, algunos vegetales
y aves. Esta levadura es un comensal en el humano, formando parte de la
microbiota normal de la boca, piel y ufias. [*%

Algunos autores reportan que la piel del humano, en el area perigenital,
puede estar colonizada por Trichosporon spp. La incidencia que se ha
calculado es de 12.4%, la cual se modifica de acuerdo con la edad, sexo y la
raza del individuo. 1'%

Stenderup, et al, *® en 1986, describieron una frecuencia del 13% en los
aislamientos de Trichosporon spp. de la regidn anal y la piel del escroto en

hombres homosexuales.
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2.3 Taxonomia: Género y especies de Trichosporon

De acuerdo con la propuesta del género Trichosporon dada por Behrend en
1890, se realizaron estudios posteriores en donde la ubicacion taxondmica de

esta levadura, es la siguiente:

Reino: Fungi

Phylum (Tipo o Division): Basidiomycota
Subphylum (Subdivision): Basidiomycotina
Orden: Sporidiales

Familia: Sporidiobolaceae

Género: Trichosporon

Hasta hace algunos afos, los aislados de Trichosporon eran designados
como T. beigeli o T. cutaneum. En 1992, Guého et al, " realizaron una
revision taxondmica del género Trichosporon en donde utilizaron las
caracteristicas morfologicas, ultraestructurales y fisioloégicas, asi como
contenido en G+C ADN, reasociacion de ADN — ADN y secuenciacion de bases
de 26S rARN. Este estudio fue realizado en 101 aislamientos de diversas
fuentes, en donde 19 especies fueron diferenciadas !". Posteriormente Sugita,
et al, “en 1995, mediante técnicas moleculares estudiaron diez aislados de T.
cutaneum provenientes de infecciones profundas, empleando la técnica de
reasociacion de ADN — ADN, e identificaron nueve de los aislados como T.
asahii y uno T. ovoides. Este descubrimiento sugirié que T. cutaneum es una
especie heterogénea, y que el agente causante de la tricosporonosis es debido
a cuatro o mas especies. Hasta entonces se habian descrito 19 especies, pero
con el nuevo descubrimiento se adicionaron 15 especies mas que fueron
identificadas con la técnica de analisis de secuencia de ADN de la transcripcion
interna por intervalos (ITS) y/o por las regiones D1/D2 de la subunidad larga
(26S) del gen rRNA. [

Actualmente se conocen 34 especies incluidas en el género Trichosporon,
de las cuales Trichosporon asahii, T. mucoides, T. asteroides, T. cutaneum, T.
inkin, T. ovoides y T. loubieri, son los principales causantes de infecciones

1,

superficiales y diseminadas en el humano. " ¥ De estas, las especies
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involucradas en las infecciones profundas son T. asahiiy T. mucoides, mientras
que T. asteroides, T. ovoides y T. cutaneum son responsables de la “piedra
blanca” y otras infecciones superficiales. La sexta especie, T. inkin ha sido
aislada en infecciones superficiales y diseminadas. Recientemente Moylett et
al, ! adicionaron T. pullulans a la lista de patdgenos oportunistas de las
especies de Trichosporon.

En la descripcion filogenética, obtenida por analisis de los segmentos
D1/D2, realizado por Diaz, et al, ! en las especies de Trichosporon, dando
como resultado cuatro clados: Gracile, Cutaneum, Porosum y Ovoides; en este
ultimo se presentan la mayoria de las especies clinicamente relevantes: T.
asahii, T. asteroides, T. ovoides y T. inkin. En el clado Cutaneum se encuentran
T. mucoides y T. cutaneum; la séptima especie T. loubieri que esta ubicado en
la rama de Gracile, es una levadura que habita en el suelo y que es

potencialmente oportunista (Figura 1).
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2.4 |dentificacion de Trichosporon
2.4.1 Caracteristicas Macroscopicas y Microscopicas

Las colonias de Trichosporon presenta variabilidad morfoldgica y algunas
son parecidas a levaduras del género Candida. Estas colonias pueden ser
lisas, rugosas, algunas aterciopeladas, glabras, con el transcurso del tiempo
toman un aspecto cerebriforme, en encajes, con el centro ligeramente elevado,
a menudo se presentan grietas en el medio de cultivo y alrededor de las
colonias. La tonalidad de las colonias va de blanco, crema y amarillento. ' 42

Desde el punto de vista microscopico este género se caracteriza por la
formacion de artroconidios de 3-4um de diametro, la mayoria con extremos
redondeados; la presencia de blastoconidios ovalados y redondos, de un
didmetro de 3-6um. Para valorar la variacion en la morfologia microscopica se
han utilizado dos medios de cultivo: Agar Harina de Maiz (AHM) y agar extracto
de malta (AEM). En AHM se le adicioné Tween 80 al 1%, y una vez inoculado
este medio de cultivo se incuba a 25°C por 48 horas; microscopicamente se
observa la presencia de abundantes pseudohifas y filamentos septados hialinos
que se fragmentan en artroconidios ovales o rectangulares, en algunos de esos
filamentos se presentan un conidio terminal. En AEM al 2%, después de 48
horas de incubacion a 28°C se observan abundantes artroconidios. Por
microscopia electrénica se han descrito la formaciéon de septos hifales con

doliporos y parentesomas tipicos de la divisién Basidiomycota. " *'+**]

Figura 2. Trichosporon sp. 100X Figura 3. Colonias de Trichosporon sp

P
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Las especies del género Trichosporon solo presentan una fase de

reproduccién asexual o anamorfa.

2.4.2 Caracteristicas Fisioldgicas

Para la identificacion del género y especies de Trichosporon se realizan

diferentes pruebas fisioldgicas:

1.

Hidrdlisis de urea, en el medio Christensen, cuyo fundamento es que
estas levaduras poseen una enzima denominada ureasa. La levadura
utiliza nitrégeno proveniente del sustrato base del medio de Christensen
(urea); hidrolizan la urea y liberan amoniaco y dioxido de carbono. Este
metabolito alcaliniza el medio haciendo virar el indicador rojo de fenol,
de tal manera que el medio pasa de amarillo a rojo.

Termotolerancia creciendo las levaduras en agar dextrosa Sabouraud e
incubando a temperaturas de 30 y 37°C durante 48 horas.

Crecimiento en presencia de cicloheximida, la cual también es
diferencial de especie. *4

Asimilacion de carbohidratos, esta prueba también sirve para diferenciar
las especies de este género. Las caracteristicas bioquimicas se
muestran en la tabla 1. ©!

Algunos investigadores emplean el medio de cultivo CHROMagar para
identificar este agente, dado que las colonias de Trichosporon muestran
una coloracion azul, membranosa y seca, caracteristicas diferenciales

con otros géneros.

Figura 4. Trichosporon en CHROMagar Candida

16



Tabla 1. Patron de asimilacion de carbohidratos para la identificacion de

especies de Trichosporon.

Azlcares T. asahii T. cutaneum T. inkin | T. mucoides | T. ovoides
D — glucosa + + + + +
Lactosa + + +
Sacarosa +/- + + + +
Maltosa + + + + +
D — galactosa + + +/- + +
Rafinosa - +/- - + +/-
L — arabinosa + + - + -
Sorbitol - + - + Y
Melodiosa - + - + -
Myo-inositol - + + + -
37°C - + +
0.1% cicloheximida - \Y + +

(Barnett JA, et al. ™! 2000)

2.4.3 Caracteristicas diferenciales con otros géneros

Este género es comunmente comparado con el género Candida vy

Geotrichum pero difiere en algunos aspectos morfoldgicos y fisiologicos que se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Algunas pruebas para la identificacion del género Trichosporon

Prueba | Urea Morfologia Morfologia Fermentacion | Reducciéon | Crecimiento con
microscopica macroscopica de nitratos cicloheximida
Género
Trichosporon + Blastoconidios | Colonias + -
y artroconidios | membranosas,
blanco — +
amarillentas,
aspecto variable.
Candida - Blastoconidios | Colonias cremosas + - Varia dependiendo
blanco — de la especie
amarillentas, lisas y
brillosas
Geotrichum - Artroconidios | Colonias céreas y + - +
rugosas de color
blanco — grisaceo
Cryptococcus + Blastoconidios. | Colonias mucoides + + -
Capsulas color blanco —
amarillento, rosado,
poco elevadas

+ =

el caracter esta presente -

el caracter esta ausente +

puede ser positivo en algunas especies

el caracter es raro, pero

17




2.5 Manifestaciones clinicas

2.5.1 Infecciones Superficiales

Durante varios afos se consideraba a Trichosporon beigelii como la unica
especie causante de “Piedra blanca”. 1"

La piedra blanca, es una infeccion fungica del tallo piloso, caracterizada por
nédulos firmes e irregulares, de 1 a 2mm de diametro, de color blanco —
amarillento, a marrén claro. Estos nddulos se mantienen adheridos a cualquier
sitio a lo largo del tallo piloso, por una sustancia cemento. Predominan en el
extremo distal del pelo. La piel cabelluda es afectada con menor frecuencia, en
comparacion con la afeccion a otras regiones pilosas como pelo del pubis y
axilas; otras menos comunes es el pelo de la barba, bigote, cejas y pestanas.

La enfermedad suele estar relacionada con una higiene corporal
descuidada. La infeccién se produce sobre la vaina o cuticula del pelo, de tal
manera que la levadura puede desarrollarse hacia adentro y sobre todo el tallo,
para formar concreciones espaciadas de manera irregular a lo largo de su eje.
El pelo se debilita y puede romperse en esa regiéon. El desarrollo puede
presentarse en forma de manguito suave de hifas entretejidas, fragmentandose
para formar artroconidios. A medida que el pelo va saliendo del foliculo se inicia
rapidamente la infeccion, formando un granulo que va endureciéndose. En
ésta, como en otras infecciones superficiales, no hay patologia ni respuesta

inflamatoria (Figura 5). 1 & 2% 41l

Figura 5. Piedra blanca
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Recientemente se han descrito otras infecciones superficiales causadas por

Trichosporon sp., en la tabla 4 se resumen los caos de onicomicosis y en la

tabla 5 los casos de intertrigo de pies y otras dermatomicosis que simulan
eczemas, manchas purpuricas. La onicomicosis y el intertrigo de pies,

generalmente relacionados a pacientes inmunocompetentes.

ONICOMICOSIS

En la onicomicosis se ven afectadas las uhas de los pies y en algunas
ocasiones las de las manos, la distrofia ungueal estd caracterizada por
paroniquia, es decir eritema alrededor de la ufia y edema doloroso. La infeccion
cronica afecta el crecimiento de la ufa, produciendo surcos transversales y
longitudinales (Figura 6). La ufia toma un color amarillento y con frecuencia se
presenta onicdlisis (desprendimiento distal de la ufia). ! El primer caso de
onicomicosis por T. cutaneum fue reportado en Estados Unidos en 1984 en un
hombre sano. [ 3 Gonder, en 1976 describi6 la leuconiquia micética causada
por Trichosporon y la considerd como una infeccion profesional relacionada con
los trabajadores de impresiones de “offset”. Del liquido (glicerol) utilizado para
la maquina de limpieza se aisl6 a la levadura.

Figura 6. Onicomicosis.

En la tabla 3, se resume el numero de casos descritos en la literatura sobre
onicomicosis. La casuistica mas grande fue descrita por Han MH, et al, '" con

236 casos y todos causados por T. beigelii. Esta especie junto con T. cutaneum

19



fueron las dos especies relacionadas con esta entidad clinica; mas

recientemente dos caso por T. asahii. 4

Tabla 3. Onicomicosis causada por Trichosporon spp. Revision de la literatura.

- : NO. ESPECIE DE
AUTOR ANO PAIS CASOS TRICHOSPORON REFERENCIA
Fusaro y Millar. | 1984 EUA 1 (primer T. beigelii 13
caso)

Prichardy | 1985 | Australia 63 T. beigelii 36
Pires MC, etal. | 1995 Brasil 1 T. beigelii 35
Arce M, et al. 1998 | México, D.F 6 T. beigelii 2
Han MH, et al. 2000 Corea 236 T. beigelii 17
Elmer KB, et al. | 2002 E.UA 1 T. beigelii 11
Ponte;ZB, et 2002 Brasil 11 Trichosporon sp. 37

Ruiz —
Esmenjaud, et | 2003 | México, D.F 2 Trichosporon sp. 43
al
Archer —Dubon | 5,53 México 1 T. cutaneum 3
C, etal
Svejg(ga?e;rld EL, 2004 Dinamarca 15 T. cutaneum 49
Mugge C, etal. | 2006 Alemania 79 Trichosporon sp. 28

Gund:lz T, et 2006 Turquia 6 Trichosporon sp. 16

Manzano - | 5408 | México, D.F 2 T. asahii 24
Gayosso, et al.

DERMATOMICOSIS

En la tabla 4, se muestran los reportes de la literatura, donde Trichosporon
ha causado infecciones de la piel de comportamiento polimorfo, relacionado en

algunos casos con algun factor de inmunosupresion.

INTERTRIGO DE PIES

El intertrigo de pies causados por Trichosporon; éste se considera el cuarto
agente mas frecuente de este tipo de infeccion. La infeccion interdigital —

plantar, por lo general esta relacionado en pacientes con tifia de los pies. Se
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manifiesta por placas eritematosas, maceracion, descamaciéon, vesiculas —

ampollas, hiperpigmentacion y olor fétido. La descamacién es el signo clinico

mas frecuente, seguida de la maceracién. De acuerdo con algunos estudios

realizados en México, en pacientes con dermatomicosis, en los cuales el cuarto

espacio interdigital es el que se encontré afectado con mayor frecuenci

5. 13261

Existen casos de infecciones superficiales en el area genital, ano y escroto

en hombres homosexuales (13%) contra un 2.5% en hombres heterosexuales

con

infeccidon rectal,

inmunocomprometidos (3.7%).

Tabla 4. Dermatomicosis causadas por Trichosporon.

presentando también un alto indice los pacientes
[10, 46]

Autor Ano Pais No. Dermatomicosis Fa_ctor de E_speme de Referencia
casos riesgo Trichosporon
Greenberg Infeccion L C
RG, et al 1989 | E.UA 1 localizada en piel Post cirugia T. beigelii 14
Piérad - . . L
GE, et al 1992 | Bélgica 3 Piel Cancer T. beigelii 33
Papulas
Nahass | 1093 | EuA | 2 purpuricas y VIHy T. beigelii 30
GT, et al nédulos con neutropenia
necrosis central
Lascaux | 4998 | Francia | 1 Papulas VIH T. beigelii 20
AS, et al purpuricas
N?rkaeﬁ’l"a 2000 | Japén 1 Eczema Leucemia T. asahii 29
Archer — México
Dubon C, | 2003 D.F ’ 8 Intertrigo de pies Ninguno T. cutaneum 3
etal )
Pulvirenti | 5006 | EUA | 1 _Placa Ninguno T. asahii 38
N, et al eritematosa
Yun SJ, et | 5006 | Corea 1 Abscesos Ninguno T. asahii 56
al cutaneos
Kim YJ, et | 5007 | Corea 1 Purpura Ninguno T. asahii 19
al fulminante
Morales — México
Trujillo, et | 2008 D.F ’ 1 Intertrigo de pies Ninguno Trichosporon sp. 26

al

21




2.5.2 Infecciones Diseminadas o Sistémicas

El primer caso descrito de una infeccion sistémica causada por
Trichosporon fue en 1970 en una paciente con absceso cerebral B* %3 |a
principal especie relacionada con esta infeccion fue T. beigelii; en estudios mas
recientes describieron otras especies genéticamente distintas y por lo tanto,
actualmente T. asahii es la principal especie implicada en las infecciones
diseminadas e invasivas. >34

Este tipo de infecciones, generalmente, se presentan en pacientes
inmunocomprometidos por alguna enfermedad o sindrome como en el caso de
pacientes con neutropenia, granulocitopenia, leucopenia, Sindrome de Inmuno
Deficiencia Adquirida, entre otras. En pacientes sometidos a transplante de
organos como de corazon, implantas de prétesis de valvulas y por la aplicaciéon
de catéteres intravenosos; este Ultimo factor debido a la contaminacion
secundaria. En la actualidad cada vez son mas el numero de reportes de
infecciones sistémicas causadas por esta levadura afectando vias respiratorias,
formacion de abscesos cerebrales, endocarditis secundaria a las prétesis de
valvulas, endoftalmitis postoperatoria, peritonitis, hepatitis, micosis gastrica,
otomicosis y fungemia con diseminacién cutdanea. En la mayoria de las
descripciones de los casos clinicos T. asahii es la principal especie implicada.

[7. 8 Otros casos son los de infeccién de vias urinarias en pacientes

inmunocomprometidos secundario a cateterizacion vesical. 2 44 4]

En las infecciones diseminadas, las manifestaciones clinicas estan incluidas
en un sindrome febril con un aumento en los azoados, infiltracion pulmonar,
disfuncion renal y lesiones cutdneas polimorfas; la diseminacion a otros
organos se lleva a cabo por via sanguinea. Aparentemente la via de entrada al
organismo es el tracto digestivo o por via aerégena, lo cual se correlaciona con
la colonizacion intestinal y pulmonar en ausencia de sintomas. Sin embargo se
han descrito casos asociados con inoculacién intradérmica en adictos a drogas
endovenosas. Estas levaduras pueden ser aisladas de muestras de esputo,
liquido de aspirado bronquial orina, y sangre. %34

La descripcion de casos de fungemias o de infecciones en tejidos
profundos, han hecho que se le considere como un agente oportunista

emergente.
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2.5.3 Relacion entre especies de Trichosporon y localizacion de la micosis
De las especies de Trichosporon descritas en la literatura, siete han sido
relacionadas con micosis en el humano, cuatro de ellas con infecciones

superficiales y tres infecciones diseminadas (tabla 5).

Tabla 5. Relacion de especies con infecciones en el humano

INFECCIONES INFECCIONES DISEMINADAS
SUPERFICIALES O SISTEMICAS
T. cutaneum T. asahii
T. asteroides T. mucoides
T. inkin T. pullulans
T. ovoides

2.6 Antifungicos y Mecanismos de accion

Los antifungicos empleados para el tratamiento de las infecciones fungicas,
se clasifican segun su estructura quimica, su mecanismo de accion. Los
antifungicos pueden inhibir la sintesis de macromoléculas (fluocitosina), alterar
la funcion de barrera de la membrana plasmatica (polienos), inhibir la sintesis
de ergosterol (azoles, alilaminas, tiocarbamatos, morfolinas), interacciéon con
los microtubulos (griseofulvina) y los que intervienen con la sintesis de la pared
celular (8-1,3 D-glucano) (equinocandinas). También se pueden clasificar por
su espectro de accion (amplio o restringido), de acuerdo a su origen (a partir de

' % Para los fines de este

organismos vivos o sustancias sintéticas). P
documento solo se mencionaran los mecanismos de accion de los antifungicos

estudiados.
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2.6.1 Polienos
Anfotericina B

La anfotericina B es extraida de Streptomyces nodosus, es uno de los
antifungicos mas eficaces y con espectro mas amplio frente a la mayoria de los
hongos patdgenos, aunque puede comportarse como fungistatico o fungicida
dependiendo de la sensibilidad del hongo y de la concentracién alcanzada en el
sitio de la infeccion. Su uso principal es en el tratamiento de las micosis
profundas. Este antifungico se une al ergosterol, siendo este el principal esterol
de la membrana fungica y originando poros, lo que facilita la permeabilidad de
los componentes intracelulares esenciales como iones, aminoacidos, con
perdida del contenido citoplasmatico y muerte de la célula. La toxicidad
selectiva de este antifungico es debida a la mayor afinidad por el ergosterol
frente al colesterol (principal esterol de las células eucariotas de mamiferos). La
resistencia a la anfotericina B se produce cuando el hongo es capaz de alterar

el ergosterol de su membrana (Figura 7). 4
2.6.2 Azoles

Estos antifungicos sintéticos, introducidos a fines de 1980, representaron un
avance importante en el tratamiento de las infecciones fungicas por su
seguridad y perfil farmacocinético. La estructura de estos compuestos
caracterizados por un anillo azdlico de 5 atomos, unido por enlaces C-N a otros
anillos aromaticos. En funcion del numero de nitrégenos que posee el anillo se
dividen en imidazoles (miconazol y ketoconazol) y triazoles (fluconazol,
itraconazol, voriconazol y pozaconazol). De todos ellos, cinco se pueden utilizar
en micosis sistémicas (ketoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol y
pozaconazol). El primero en utilizarse fue el ketoconazol, posteriormente
sustituido por fluconazol que posee una serie de ventajas relacionadas con su
espectro de accion, su farmacocinética y toxicidad. Por ultimo, se incorporé a la
terapéutica itraconazol y recientemente voriconazol. De forma general, estos
derivados azdlicos (particularmente fluconazol) son considerados farmacos de

segunda eleccién en el tratamiento de las infecciones sistémicas producidas
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por diversos hongos. El inconveniente de los azoles es su escasa utilidad en
las infecciones invasivas graves por hongos filamentosos y en hongos con
resistencia secundaria.

Estos interfieren con la sintesis de ergosterol, al inhibir la 14-alfa-
desmetilasa, una enzima acoplada al citocromo P-450. Esta enzima se requiere
para la sintesis de ergosterol. Esta inhibicion altera la fluidez de la membrana,
aumentado la permeabilidad y produciendo una inhibicién del crecimiento
celular y de la replicacion. Esta inhibicién del citocromo P-450 es responsable
de los efectos adversos que los azoles pueden causar en humanos (Figura 7).
[51]

Voriconazol, es un triazol de segunda generacién de amplio espectro,
derivado sintético de fluconazol. EI mecanismo de accién es como en otros
azoles, es decir inhibe el citocromo P450 dependiente de la enzima 14-
lanosterol-desmetilasa. Este antifungico es el mas potente inhibidor de la
enzima fungica, por lo tanto el resultado es su amplio espectro. Es una droga
fungistatica contra levaduras, principalmente Candida sp. incluso frente a
especies que presentan resistencia innata como C. glabrata y C. krusei.
Presenta buena actividad in vitro contra hongos filamentosos como Penicillium,

Fusarium, Scedosporium y Aspergillus.

2.6.3 Alilaminas

Antifungicos sintéticos donde terbinafina es el unico farmaco comercializado
en forma de tabletas.

La terbinafina interfiere con las primeras etapas de la sintesis de ergosterol,
inhibiendo la enzima escualeno epoxidasa que realiza la epoxidacion del
escualeno para formar 2,3-oxidoescualeno, no se transforma en lanosterol y se
acumula en esta forma, la célula. El resultado es la ruptura de la membrana y la
[54]

muerte de la célula fungica (Figura 7).

Presenta actividad frente a dermatofitos y un efecto sinérgico con azoles.
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Figura 7. Mecanismo de accion de los antifungicos que intervienen en la

sintesis de ergosterol y las enzimas diana.

2.7 Mecanismos de resistencia antifungica.

La resistencia clinica, ha sido definida como la persistencia o progresion de
una infeccion a pesar de un tratamiento adecuado. La resistencia in vitro de un
aislado, puede ser descrito como primaria o secundaria. La resistencia
primaria, es la que presenta un organismo a una droga previa a una exposicion,
a esta también se le conoce como resistencia intrinseca o innata. La resistencia
secundaria, es desarrollada en respuesta frente a la accion de un agente
antifangico. %

Son cuatro los mecanismos de resistencia antifUngica aceptados, estos
ocurren en el interior de la célula:

1. Incapacidad del antifungico para llegar a la diana dentro de la célula
fungica. Aumento en la expresion de bombas de eliminacion activa
del antifungico al exterior.

Cambios en la interaccién antifungico — diana.
Modificacion en la enzima de las vias metabdlicas. Alteracion

estructural de la enzima 14 — a lanosterol — desmetilasa.
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4. Alteracidn en el procesamiento celular por degradacion o
modificacion del antifungico (Figura 8).

Desde el punto de vista molecular para los azoles, la enzima diana (14-a

lanosterol — desmetilasa). ElI gen que codifica para esta proteina se le llama

ERG11, en todas especies fungicas.

CELULA RESISTENTE
Azoles

%%le:ﬁo * ﬁcog &
X
%G PN A 4

> > > > > Eraosterol

1

Figura. 8 Mecanismo de resistencia para los azoles

2.7.1 Antecedentes de resistencia a los antifungica en las especies de

Trichosporon

El tratamiento de eleccion empleado en las formas clinicas profundas e
invasivas causadas por Trichosporon sp. es con anfotericina B, el resultado de
este tratamiento ha sido pobre, debido a una alta mortalidad en pacientes
tratados con esta droga antiftingica, por la alta resistencia. ° 3@ Otros estudios,
han revelado que este agente también, es resistente a 5 — fluorcitosina,
especificamente la especie T. asahii, en pacientes con esofagitis. 2
Fluconazol, itraconazol, voriconazol y ketoconazol, presentan una mayor
actividad in vitro contra las diferentes especies de este agente. De acuerdo a
estudios in vitro en aislados de T. inkin obtenidos de pacientes con transplantes
cardiacos, voriconazol fue el antifingico con mayor actividad. ®% En estudios

realizados en pacientes con infeccién urinaria nosocomial T. asahii mostré alta
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sensibilidad a fluconazol; y sensibilidad dosis dependiente a ketoconazol e

itraconazol. 4

2.8 Pruebas de Sensibilidad Antifungica
2.8.1 Meétodo de Microdilucion en caldo

Para los estudios de sensibilidad se utilizan medios sintéticos definidos
como RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) usando &cido
morfolinopropanosulféonico (MOPS) como amortiguador y ajustar a un pH de 7.
Es importante este pH para que el antifungico no pierda su capacidad
inhibitoria.

Existen multiples métodos descritos que son aceptados para determinar la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI):

Difusion en agar con discos o tabletas: E — test, Neosensitab

Dilucion en caldo: Microdilucién basado en el documento del Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI).

Otras técnicas comercializadas que incorporan una adaptaciéon de la
anterior son: Sensititre Yeast One, Fungitest, ATB Fungus 2.

La finalidad de cualquiera de los métodos es detectar la resitencia que
presentan los hongos frente a los diferentes antifungicos.

El método de microdilucién en caldo, recomendado por el CLSI, de acuerdo
con los diversos documento que han sido modificado hasta los mas recientes el
M27 — A2 en 2002 y M27 — A3 en 2008. En 1992, fue la primera publicacion
del documento M27, por el CLSI (antes NCCLS), el cual ha sido revisado, a
partir de estudios Inter-laboratorios reproducibles de determinacién de CMI, en
pruebas para bacterias. EI método de microdilucion en caldo, fue adaptado
para laboratorio clinico, con lo que fue demostrado que este método es
reproducible y consistente con la estandarizacion del método, segun los
estudios preliminares. Investigaciones posteriores, sugirieron la determinacion
del punto de corte después de 24 horas de incubacién, y no de 48 como se
realizaba, asegurando que la CMI de los aislados se correlacionara con la
respuesta in vivo a las drogas. Los avances en las técnicas de sensibilidad

antifingica, han sido frecuentemente revisados por diversos autores. 131 32 %4 39
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Sin embargo, esta técnica no es aplicable en los laboratorios clinicos que
deben realizar estas pruebas diariamente, o que tienen presiones asistenciales
y que dentro de su obligacion es la informacion rapida para que tenga utilidad
terapéutica.

Para la interpretacion de los resultados de las pruebas de sensibilidad
antifungica, se determinaron los puntos de corte para los diferentes
antifungicos, como Sensible (S) y Resistente (R), y para los niveles intermedios

de resistencia, como Sensible Dosis Dependiente (S-DD). 2 %4
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ll. MATERIAL Y METODO

3.1 Aislados

Se estudiaron 23 aislamientos clinicos obtenidos de pacientes con
diferentes dermatomicosis, como intertrigo de pies (13) y onicomicosis (10), los
cuales se identificaron por su morfologia macro y microscépica y mediante la
prueba de asimilacion de carbohidratos (APl 20C Aux).

3.2 Estudio Morfolégico

3.2.1 Cultivo monospoérico

Los 22 aislamientos se sembraron en Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) e
incubaron durante 48 horas a 30°C, De cada uno de los aislamientos se realiz6
una suspension a una concentracion de 10° conidios/mL y se tomaron 2uL que
se sembraron por agotamiento sobre ADS, contenido en cajas Petri, e
incubaron a 30°C por 48 horas. A partir de este crecimiento se obtuvo un
cultivo monospdrico de cada aislamiento.

El cultivo monospdrico se obtuvo por el crecimiento de una colonia aislada,

a partir del sembrado por agotamiento.
3.3 Morfologia macroscépica

Para la observacion de la morfologia macroscoépica, se siguio la técnica

descrita por Lee, et al, ?"

partiendo de un inéculo de 2uL de una solucion a
concentracion de 10° conidios/mL (Figura 9), se realizé una siembra masiva en
ADS, y se incubaron a 28°C durante 48 horas. En las lecturas del crecimiento
colonial se valord: tamafio, aspecto y color, asi como presencia de filamentos

en el margen de la colonia (Figura 10).
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.
Figura 9. Preparacion de inoculo ajustando turbidez mediante densitémetro.

el F

Figura 10. Crecimiento colonial: apecto, tamaﬁoy filamentos en el margen de

la colonia

3.4 Morfologia microscépica

Para la valoracion de la morfologia microscopica se realizé la técnica de

microcultivo en ADS y en Agar Harina de Maiz (AHM). %]
3.4.1 Microcultivos

De las cajas de Petri conteniendo el medio de cultivo ADS y AHM con
Tween 80 al 1% de aproximadamente 5 a 7mm de espesor, se cortdé un cuadro
de 1cm por lado, con ayuda de un bisturi estéril, de cada uno de los medios.
Estos se colocaron al centro del portaobjetos, ya preparado en la caja de Petri
para microcultivo (Anexo Il).

A cada uno de los lados del fragmento del medio de cultivo se inoculé una
pequena porcion del aislamiento, posteriormente se colocd un cubreobjeto

sobre el cuadro de agar ya inoculado. Se adicionan 10mL de agua glicerinada
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al 10%, teniendo cuidado de no mojar el cultivo y se incubaron a oscuridad

&
"\‘\{\}/OM
" Jurante 48 horas a 28°C (Figura 11).

VNIVER4DAD NACJONAL
AVENMA DE
MEXICO

Figura 11. Técnica de microcultivo

Se retird el cubreobjeto y se colocd sobre un portaobjeto limpio en el que
previamente se colocé una gota de azul de algoddon. También se retird y
desechd el fragmento de medio de cultivo del portaobjeto; se deposita al centro
del portaobjetos una gota de azul de algodén y se colocd un cubreobjeto
nuevo. En una hoja de reporte se registro la forma, tamafio, disposicion de los

conidios y formacion de pseudohifas (Figura 12).

Figura 12. Morfologia microscopica: artroconidios ovoides, algunos

rectangulares y formacion de pseudohifas.
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3.4.2 Agar Harina de Maiz.

Para la observacion de la morfologia microscépica en AHM se realizé un
indculo, a partir del cultivo monospdrico a una concentracion 10° conidios/mL,

en AHM por la técnica de Dalmau. Incubandose a 28°C por 72 horas.
3.4.2.1 Técnica de Dalmau.

Con una asa estéril tocar ligeramente la colonia de Trichosporon y dibujar 2
lineas sobre el AHM, de 3.5 cm de largo y a 1.2cm de separacion. Esterilizar el
asa y enfriar. Pasar el asa estéril, de un lado a otro sobre las dos lineas,
diluyendo el inéculo. Cuidar de no perforar el agar. Con unas pinzas de
diseccidn, colocar un cubreobjeto de 22 mm sobre las lineas de inoculacion.
Incubar a 28°C durante 72 horas.

Colocar la caja Petri en el microscopio para su observacion directa.
Examinar cuidadosamente las areas con el objetivo de 40X. Valorar la forma,

tamanio y disposicidn de los conidios y otras estructuras (Figura 13). %

Figura 13. Técnica de Dalmau
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3.5 Pruebas Fisioldgicas
3.5.1 Prueba de Urea

Para realizar esta prueba se utilizé el medio de Christensen, en el cual se
inoculd la levadura en estudio por estria. Se incubaron a 28°C durante 72
horas.

La prueba se considera positiva cuando se produce una alcalinizacién del
medio, la cual es dada por liberacién de amonio y esto provoca un cambio del

color original amarillo a rosa o rojo (Figura 14). !

-

Figura 14. Prueba de urea positiva (color rosa o rojo): a) Candida spp;

b) Trichosporon spp; c) Cryptococcus spp
3.5.2 Asimilacion de Carbohidratos (API 20C Aux)
3.5.2.1 Inéculo
Se prepard una suspension de levaduras en 2 mL de solucion de NaCl
0.85%, la turbidez se igualdé al tubo 2 de Mac Farland, ajustado con el
densitdmetro. Esta solucion debe ser utilizada inmediatamente después de su

preparacion. De esta suspension se transfieren 100 uyL a una ampolleta de

APIC Medium y se homogeneiza evitando la formacion de burbujas.
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3.5.2.2 Inoculacion de galeria

VNIVERADAD NAGJONAL
AVENMA DE

e Se llenan los pozos con la suspension obtenida en el APIC Medium, con
aproximadamente 150uL. Evitar la formacion de burbujas, colocando la punta
de la pipeta sobre la zona lateral del pozo. Incubar a 30°C durante 48 horas
(Figura 15).

Figura 15. Inéculo de galerias de APl 20C Aux

3.5.2.3 Lecturas

Después de las 48 horas de incubacion, se observa el crecimiento de las
levaduras comparativamente con el pozo 0, testigo negativo. Un pozo con
mayor turbidez que la del control, indica una reaccién positiva. Los resultados

obtenidos se registran en la hoja de datos (Figura 16).
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Figura 16. Lectura de la turbidez en las galerias API-20 Aux
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Para dar un valor positivo al pozo numero 21 de la galeria, se realizé una

determinacion de presencia de hifas (micelio) o de pseudohifas en el AHM.
3.5.2.4 Interpretacion

La identificacién se obtiene a partir del perfil numérico, mediante los valores
obtenidos en la hoja de resultados, dando 7 cifras. Este valor se comparé con

el apiweb. (Figura 17)
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Figura 17. Interpretacién de resultados API-20 Aux

3.6 Prueba de Sensibilidad Antifungica in vitro

Método de microdilucion en caldo

La prueba de sensibilidad antifungica de los aislamientos fue realizada por
el método de microdilucién en caldo, de acuerdo al documento M27 A2 del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). B" Los antifingicos usados
fueron: ketoconazol (KTZ), itraconazol (ITZ), voriconazol (VRZ), fluconazol
(FLZ), anfotericina B (AMB) y terbinafina (TRB).

3.6.1 Medio RPMI
Para este método se utilizé el medio liquido semisintético RPMI 1640
(GIBCO), con glutamina y sin bicarbonato de sodio, al cual se le adicion6 como

amortiguador acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) 0.164M, ajustando a pH

7 con NaOH 1M. Se esteriliz6 por filtracion con unidades filtro de 0.2 ym.
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3.6.2 Antifungicos

Hidrosolubles Insolubles

Fluconazol Anfotericina B
Itraconazol
Ketoconazol
Voriconazol

Terbinafina

3.6.3 Soluciones madre

Se prepard una solucién madre de cada antifungico a una concentracién de
1600ug/mL. Los antifungicos AMB, KTZ, ITZ, VRZ y TRB se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO). Fluconazol a una concentracion de 6400pg/mL, fue
disuelto en agua quimicamente pura estéril. Estas soluciones se esterilizaron

con unidades filtro de 0.2um, y se conservaron en alicuotas a -20°C.

3.6.4 Preparacion de microplacas con antifungicos

A partir de las soluciones madre, se realizaron diluciones en medio RPMI, a
concentraciones de 64 — 0.125ug/mL para FLZ y de 16 — 0.03ug/mL para los
demas antifungicos. De cada una de las diluciones se tomé 100uL y se
depositaron en los pozos de las microplacas estériles de 96 pozos, quedando
en forma decreciente las concentraciones; de tal manera que, en los pozos de
la columna 1 se depositd la concentracion mayor y en los pozos de la columna
10 la menor concentracion de antifungico. La columna 11 fue el control de
crecimiento y solo contenia caldo RPMI para los solubles y RPMI mas DMSO
1% para los antifungicos insolubles; la columna 12 solo con RPMI como control

de esterilidad.

3.6.5 Inoculacion de microplacas

Para la elaboracion del indculo se realizé una suspensiéon de levaduras de

Trichosporon spp. a partir de un cultivo monospérico de 48 horas de
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crecimiento a 30°C a una concentracion 10°cél/mL; a partir de ésta, se hizo una
:G_ dilucién 1:1000 en medio RPMI para obtener una concentracién de 10°cél/mL.
Se depositdé 100uL de la solucion problema en cada pozo, de las filas “C” a la
“H”. En las filas A y B se colocaron las cepas de control de calidad: “A” para
Candida parapsilopsis ATCC22019 y en “B” C. krusei ATCC6258. (American
Type Culture Collection), (Figura 18).

Inoculadas las microplacas se incubaron a 35°C durante 48 horas. Las
lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas, mediante un espejo invertido, para
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), que es el 80% de

inhibiciéon de crecimiento.

Figura 18. Microplaca de 96 pozos. En los pozos de la columna 1 la mayor
concentracién del antifungico. En los de la columna 10 la menor concentracion.

En la fila A y B la cepas control de calidad; filas C a H aislados problema.

3.6.6 Interpretacion de resultados

Las lecturas obtenidas se compararon con los Criterios de sensibilidad del
documento M27 — A2 del CLSI, para obtener los parametros de Sensibilidad
(S), Sensibilidad Dosis Dependiente (S-DD) y Resistencia (R) para cada
antifungico frente a los aislamientos en estudio (tabla 6). En la tabla 7 se
describen los rangos de CMI de las cepas control de calidad frente a diferentes

antifungicos.
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Tabla 6. Puntos de corte para la interpretacion de S, S-DD y R del CLSI

para algunos antifungicos.

Antifangico | SENSIBLE S-DD RESISTENTE
KTZ (ug/mL) <0.125 0.25-0.5 >1

ITZ (ug/mL) <0.125 0.25-0.5 =1

VRZ (ug/mL) <1 2 24

FLZ (pg/mL) <8 16 — 32 264
AMB (ug/mL) <1 - 22

Tabla 7. Intervalos de CMI en las cepas control de calidad frente a diferentes
antifungicos

] C. parapsilopisis C. krusei
ANTIFUNGICO ATCC22019 ATCC6258
24 h 48h 24 h 48 h
KTZ (ug/mL) 0.03-0.125 0.03-0.125 0.125-1.0 0.25-1.0
ITZ (ug/mL) 0.125-0.5 0.125-0.5 0.125-1.0 0.25-1.0
VRZ (ug/mL) 0.013-0.125 0.03-0.25 0.06-0.5 0.25-1.0
FLZ (ug/mL) 0.5-4.0 1.0-4.0 8.0-64.0 16.0-128.0
AMB (ug/mL) 0.25-2.0 0.5-4.0 0.5-2.0 1.0-4.0
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IV. RESULTADOS

De las 23 especies de Trichosporon aislados, 5 se obtuvieron de pacientes
con diabetes mellitus tipo 2. De todos los aislados 12 se obtuvieron de
individuos del género femenino, y 11 masculino, cuyo intervalo de edad fue de
12 a 69 afos. 13 de los aislamientos causaron intertrigo de pies y 10
onicomicosis. En todos los especimenes procesados por examen directo con
KOH al 15% se observaron filamentos hialinos, y en algunos la presencia de
levaduras.

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas
morfologicas, se observaron diversas caracteristicas del género Trichosporon,
siendo estas diferentes, aun tratdndose de la misma especie.

Las caracteristicas predominantes fueron las siguientes: 12 colonias
glabras, en su mayoria de color amarillenta y blanco — amarillenta, 9 y 8
respectivamente; 10 con elevaciéon central anular, seguida de las rugosas y
lobuladas; algunas presentaron pliegues en el margen, y otras vellosas y/o
lisas. El diametro de la colonia varié entre 10 y 19mm, con un promedio de
13.8mm.

Algunas caracteristicas fueron muy diversas entre especie, como lo fue para
T. asahii, que presentd variaciones como en el color de la colonia que fueron
amarillas 7 de los 15 aislamientos identificados como esta especie, 5 fueron
blanco — amarillentas y las restantes presentaron un color blanco; en cuanto al
aspecto predominé la presencia de una elevaciéon peri-central anular en 7 de
los aislamientos, y la formacién de granulos y lobulos en los otros; en algunas
se observaron pliegues y protuberancias en el margen; 10 de estos eran
glabros, los demas mostraron vellosidad en el margen de la colonia. El tamafio
de la colonia varié entre 10 y 17mm. (Figuras 19 y 20). Con los datos
morfologicos antes expuestos se establecieron tres morfotipos: 1) Anular —
plegado — velloso; 2) Rugoso — glabro; 3) Multilobular — glabro.

En las colonias de T. mucoides predomind el color blanco, ya que solo una
de las 4 aislados fue amarillento; también 3 presentaron el margen velloso y
una de aspecto aterciopelado; se observd elevacion peri-central anular,

pliegues, con granulos y lisa. (Figura 21). Al igual que para la especie anterior,
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en ésta se establecieron tres morfotipos: 1) Plegado — velloso — humedo; 2)
Plano — anular; 3) Granular — velloso.

Las caracteristicas morfolégicas de los aislamientos identificados como
T.cutaneum vy T. inkin, fueron ambas de aspecto rugoso, y de color amarillenta,
en el margen de la colonia de T. cutaneum se observo la formacion de
pliegues, a diferencia de T. inkin que fue liso y granuloso (Figura 22).

En la morfologia microscopica se observaron conidios de 2 hasta 8um de
didmetro, de forma redonda a ovalada, y formacion de pseudomicelio. La
presencia de artroconidios de forma rectangular y ovoide, cuyo tamafio varié de
3 a 6um de ancho y de 4 hasta 12um de largo (tabla 8) (Figuras 23 y 24).

Con las pruebas morfolégicas y la de hidrolisis de urea (Figura 25) se
identifico el género de los 23 aislamientos y solamente en 21 por asimilacion de
carbohidratos (APl 20C Aux) se llegd a especie (tabla 9). La especie que
predominé fue T. asahii, en 15 casos, con el siguiente perfil de asimilacion de
carbohidratos: rafinosa, sorbitol, melobiosa, Myo — inositol, negativos y con una
asimilacion parcial de sacarosa. Para T. cutaneum, el patron de asimilacion de
carbohidratos fue positivo para casi todos los azucares, excepto para rafinosa
que presentd una asimilacién variable. Los 4 asilados identificados como T.
mucoides presentaron la prueba de asimilacion positiva para todos los
carbohidratos. La diferencia en el patrén de asimilacion observada entre T.
asahii y T. inkin fue en la asimilacion de Myo - inositol y L — arabinosa,
respectivamente. Todos los aislados resistieron la exposicién a ciclioheximida
0.1% (tabla 9).

Para la interpretacion de los resultados de sensibilidad antifungica en cada
uno de los aislados frente a los diversos antifungicos se consideré al 80% de
inhibicion de crecimiento como CMI. En la tabla 10 se muestra el resultado de
CMI de los 23 aislados de Trichosporon, en donde se observa que dos de los
15 aislados de T. asahii fueron resistentes a KTZ, cinco a ITZ, cincoa AMB y 8
a TRB; todos los aislados fueron sensibles frente a VRZ y a FLZ. En la Figura
26 se muestran diferentes placas con CMI en parametros de resistencia y
sensibilidad para diferentes antifungicos.

En los aislados de T. mucoides los resultados fueron diversos, ya que uno
de ellos (FM 50 — 05) present6 resistencia a KTZ, ITZy TRBy S -DD a FLZ; y

otro (FM 279 — 05(1)) solo mostré resistencia a TRB; los dos aislamientos
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restantes fueron sensibles frente a todos los antifungicos. En el caso de T.
cutaneum, s6lo mostré resistencia frente a ITZ y a TRB. T. inkin presenté
sensibilidad frente a todos los antifungicos.

Debido a la variabilidad de resultados aun tratandose de la misma especie,
fue necesario considerar los intervalos de CMI para cada especie frente a los
diferentes antifungico, asi como la media geométrica, estos datos se muestran
en las tablas 11y 12.

Al evaluar la media geométrica de la CMI, independiente de la especie, VRZ
y FLZ son los antifungicos que mostraron mayor actividad; mientras que ITZ,
KTZ, AMB y TRB menor actividad.

En la Gréfica 1 se muestran los porcentajes obtenidos de CMI para cada
uno de los antifungicos dividiéendose en parametros de sensibilidad (S),
sensible — dosis dependiente (S-DD) y resistente (R), donde se observa que
para los antifungicos ITZ y TRB la resistencia fue de 34.8% en ambos; mientras
que para AMB del 17.4% y para KTZ del 8.7%. El 100% de los aislamientos
mostraron sensibilidad frente a VRZ, asi como el 95.7% fue sensible a FLZ. El
43.5% y 39% de los aislamientos fue S-DD para ITZ, y para KTZ,

respectivamente.
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Tabla 8. Morfologia macroscépica y microscépica de Trichosporon spp.

: . MORFOLOGIA
CLAVE ESPECIE Mﬂgsgg(l-:gg:éA ESTOA“& MICROSCOPICA (AHM Y
MICROCULTIVO)
. Blastoconidios
Colonia blanca — -
. Artroconidias
amarillenta Pseudomicelio
FM 31 T. asahii | Elevacién central anular | 12mm C:3-5um
Pliegues en el margen ; H
. A: 3-5 um ancho
Ligeramente vellosa
4 -8 um largo
Colonia blanca - Blastoconidios
amarillenta. Artroconidios
FM 85-05 T asahii ngerg elevacion central, 17 mm P§eudomlcello
aterciopelada C:4—-6pum
Glabra y plegada en el A: 4 -6 pm ancho
margen 4 —-10 um largo
Colonia blanca Blastoconidios
Protuberancias Artroconidios
EM 109-05 | T asahii C(_antrales dlscont[nuas 13 mm P§eudomlcello
dispuestas en anillo. C:4-8pum
Vellosa en el margen A: 3 -5 pum ancho
4 — 8 ym largo
Blastoconidios
Colonia amarillenta. Artroconidios
EM 111-05 | T asahii Elfavamon central anular 15 mm P§eudomlcello
Pliegues en el margen. C:4—-6pum
Glabra. A: 4 -5 pm ancho
4 — 8 ym largo
Blastoconidios
Colonia amarillenta. Artroconidios
FM 115-05 | T asahii Levantamiento central 12 mm P§eudomlcello
anular C:4-8pum
Rugosa A: 4 -6 pm ancho
4 —-10 ym largo
. Blastoconidios
Colonia blanca -
-, Artroconidios
Elevacion central anular Pseudomicelio
FM 149-05 | T. asahii | Pliegues en el margen 12 mm C 4—6um
del anillo ; H
Ligeramente vellosa A-3 =5 um ancho
9 4 —10 pm largo
Blastoconidios
. . Artroconidios
Colonia amarillenta Pseudomicelio
FM 217-05 | T. asahii | Rugosa 11 mm C:4-6pm
Glabra A: 4 -6 pm ancho
4 —-10 ym largo
. Blastoconidios
Colonia blanca -
., Artroconidios
Depresion central Pseudomicelio
FM 268-05 | T. asahii | Pequefos pliegues 13 mm C: 4—-6um
concéntricos ; H
A: 4 — 6 ym ancho
Glabra
4 —-12 ym largo

C: conidios A: artroconidios
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Continuacion....

: - MORFOLOGIA
CLAVE | ESPECIE Mﬂgsg(s)légg:é a | corenia | MICROSCOPICA (AHM Y
MICROCULTIVO)
Colonia amarillenta Blastoconidios
Rugosa al centro Artroconidios
FM 274-05 (1) | T. asahii Mgrgen forma~ndo 16 mm P§eudom|cello
anillos pequefios y con C:2—4 um
pliegues A: 3 -4 pm ancho
Glabra. 4 — 8 ym largo
Colonia blanca — Blastoconidios
amarillenta Artroconidios
FM 274-05(2) T asahii Elevacion central anular 14 mm P§eudomlcello
Plegada en el margen C:3—-4pum
del anillo A: 3 -4 ym ancho
Ligeramente vellosa 4 —10 pm largo
Blastoconidios
. . Artroconidios
Colonia amarillenta Pseudomicelio
FM 280-05 (2) | T. asahii | Multilobulada 14 mm C:3-6pum
Glabra A: 3 -5 pm ancho
4 —12 pm largo
. Blastoconidios
Colonia blanca — Artroconidios
.. amarllle_:r)ta Pseudomicelio
FM 301-05 T. asahii | Depresion central. 10 mm C 4—-8um
Multilobulada (3 18bulos) A3 E Em ancho
Glabra 4 — 8 ym largo
Colonia blanca — Blastoconidios
amarillenta Elevacion Artroconidios
.. | central lisa. Pseudomicelio
FM 306-05 T. asahii Protuberancias en el 16 mm C:3-4pum
margen A: 4 — 6 ym ancho
Glabra 4 — 8 ym largo
. . Blastoconidios
Colonia amarillenta Artroconidios
Rugosa al centro Pseudomicelio
FM 11-05 T. asahii | Borde pericentral 13 mm C:3-8pum
elevado y plegado A: 4 -6 um ancho
Vellosidad en el margen ’ 4— 8 um largo
. . Blastoconidios
Colonia amarillenta Artroconidios
Granulos al centro y Pseudomicelio
IGM 89-04 T. asahii | margen 14 mm C 4-6um
Elevacion central anular A: 3_6 sm ancho
Glabra. 4 — 8 ym largo

C: conidios A: artroconidios
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Continuacion....

‘ N MORFOLOGIA
CLAVE ESPECIE Mﬂgsgg(l-:gg:éA gg’rgm& MICROSCOPICA (AHM
Y MICROCULTIVO)
Blastoconidios
. . Artroconidios
T. cutaneum Colonia amarillenta Pseudomicelio
FM 59-05 ' Plegada 11 mm )
Glabra C:3-6um
’ A: 2 -6 pm ancho
3 -8 um largo
. . Blastoconidios
Colonia amarillenta -
Centro plegado a Artroconidios
FM 280- _ . Pseudomicelio
T. inkin cerebriforme 14 mm )
05(1) M . C:3—-4pum
argen liso ;
pulverulento A-4 =5 um ancho
4 — 8 ym largo
Colonia blanca — Blastoconidios
amarillenta -
. Artroconidios
Centro liso, plano Pseudomicelio
FM 48-05 T. mucoides elevacioén anular 12 mm C 4—6um
conceéntrica y X H
. A: 4 -6 pm ancho
margen ligeramente
4 —10 ym largo
velloso.
Blastoconidios
Colonia blanca. Artroconidios
FM 50-05 T mucoides Pliegues elevados. 15 mm P§eudomlcello
Vellosa C:3-4pum
Aspecto humedo A: 3 -5 pm ancho
4 —10 um largo
Qolonla blanca Blastoconidios
Lisa al centro. -
Ligeramente Artroconidios
FM 279- . . Pseudomicelio
T. mucoides convexa elevacion 15 mm .
05(1) C:3-6pum
anular periférica. ;
. A: 2 — 6um ancho
Aterciopelada y
. 2 -8 pym largo
ligeramente plegada.
. Blastoconidios
Colonia blanca. -
" Artroconidios
Elevacion central Pseudomicelio
FM 842 T.mucoides con granulos 15 mm C: 4—-8um
Vellosidad en el X H
maraen A: 4 -6 pm ancho
9 4 —10 ym largo
Colonia amarillenta Blastoconidios
Multilobulada (4 Artroconidios
FM 51 Trichosporon sp | l6bulos) 15 mm Pseudomicelio
Plegada A: 4 -6 pm ancho
Glabra. 10 — 20 ym largo
Blastoconidios
Colonia blanca — Artroconidios
. amarillenta Pseudomicelio
FM 262-A Trichosporon sp Rugosa. 19 mm C:3—4um
Glabra A: 3 -4 ym ancho
4 —10 ym largo

C: conidios A: artroconidios
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Tabla 9. Pruebas para la identificacion de las especies de Trichosporon.

ADS + CICLOHEXAMINA

CLAVE ADS Y CLORANFENICOL UREA API 20C - AUX
FM 31 + + + T. asabhii
FM 85-05 + + + T. asabhii
FM 109-05 + + + T. asabhii
FM 111-05 + + + T. asahii
FM 115-05 + + + T. asahii
FM 149-05 + + + T. asahii
FM 217-05 + + + T. asabhii
FM 268-05 + + + T. asabhii
FM 274-05(1) + + + T. asabhii
FM 274-05(2) + + + T. asahii
FM 280-05 (2) + + + T. asabhii
FM 301-05 + + + T. asabhii
FM 306-05 + + + T. asabhii
FM 11-05 + + + T. asabhii
IGM 89-04 + + + T. asabhii
FM 59-05 + + + T. cutaneum
FM 280-05(1) + + + T. inkin
FM 48-05 + + + T. mucoides
FM 50-05 + + + T. mucoides
FM 279-05 (1) + + + T. mucoides
FM 842 + + + T .mucoides
FM 51 + + + Trichosporon sp
FM 262-A + + + Trichosporon sp
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Tabla 10. Concentracién minima inhibitoria observada para cada antifungico

frente a los 23 aislados de Trichosporon spp.

CLAVE ESPECIE CMlg, (ug/mL)

KTZ ITZ VRZ FLZ AMB TRB
FM 31 T. asahii 0.5 2.0 0.125 1.0 0.25 2.0
FM 85-05 T. asahii 0.125 1.0 0.125 0.5 2.0 0.5
FM 109-05 T. asabhii 0.25 0.5 0.125 1.0 0.5 4.0
FM 111-05 T. asahii 0.25 1.0 0.06 0.25 0.5 2.0
FM 115-05 T. asabhii 2.0 4.0 0.25 2.0 4.0 4.0
FM 149-05 T. asabhii 0.03 0.125 0.125 8.0 0.125 0.5
FM 217-05 T. asabhii 0.25 0.25 0.125 0.5 0.25 0.5
FM 268-05 T. asabhii 0.06 0.25 0.03 0.25 0.5 0.5
FM 274-05 (1) T. asahii 0.125 0.125 0.03 1.0 0.5 0.5
FM 274-05(2) T. asabhii 0.06 0.25 0.03 1.0 0.06 0.25
FM 280-05 (2) T. asahii 0.25 0.25 0.06 2.0 0.125 0.125
FM 301-05 T. asabhii 0.5 2.0 0.125 2.0 2.0 2.0
FM 306-05 T. asahii 0.25 0.5 0.125 1.0 2.0 1.0
FM 11-05 T. asahii 0.25 0.25 0.125 2.0 1.0 2.0
IGM 89-04 T. asahii 0.125 0.125 0.06 2.0 0.25 1.0
FM 59-05 T. cutaneum 0.5 1.0 0.125 1.0 0.125 1.0
FM 280-05(1) T. inkin 0.125 0.25 0.03 4.0 0.125 0.5
FM 48-05 T. mucoides 0.03 0.03 0.03 0.25 0.06 0.03
FM 50-05 T. mucoides 1.0 2.0 0.5 32.0 0.125 4.0
FM 279-05 (1) T. mucoides 0.125 0.5 0.125 1.0 0.25 2.0
FM 842 T .mucoides 0.125 0.5 1.0 4.0 0.25 0.5
FM 51 Trichosporon sp. 0.03 0.06 0.03 0.25 0.25 0.5
FM 262-A Trichosporon sp 0.06 1.0 0.125 1.0 1.0 1.0

Tabla 11. Intervalos y media geométrica para cada especie frente a
ketoconazol, itraconazol y voriconazol.
ESPECIE N KTZ (ug/mL) ITZ (ng/mL) VRZ (pg/mL)
I MG | MG I MG

T. asahii 15 0.03-0.25 0.335 0.125-4.0 | 0.842 | 0.03-0.25 | 0.101
T. mucoides 4 0.03-1.0 0.262 0.03-2.0 | 0.618 0.03-1.0 0.337
T. inkin 1 0.125 0.125 0.25 0.25 0.03 0.03
T. cutaneum 1 0.5 0.5 1.0 1.0 0.125 0.125
Trichosporon sp. 2 0.06 0.06 1.0 1.0 0.125 0.125

I: Intervalos

MG: media geométrica
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Tabla 12. Intervalos y media geométrica de cada especie frente a fluconazol,

anfotericina B y terbinafina.

ESPECIE N FLZ (ng/mL) AMB (pg/mL) TRB (ug/mL)
I MG I MG I MG
T. asahii 15 | 0.25-8.0 | 1.63 0.03-4.0 0.935 | 0.125-4.0 | 1.391
T. mucoides 4 0.25-32 7.5 0.06-0.25 | 0.187 | 0.03-4.0 | 1.406
T. inkin 1 4.0 4.0 0.125 0.125 0.5 0.5
T. cutaneum 1 1.0 1.0 0.125 0.125 1.0 1.0
Trichosporon sp. 1 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
I: Rango MG: media geométrica
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GRAFICA 1. Porcentaje de Sensibilidad, S — DD y Resistencia para cada

antifungico.
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a) T. asahii (FM-31). Colonia blanca —
amarillenta, ligeramente vellosa
levantamiento anular peri-central y pliegues

en el margen del anillo.

¢) T. asahii (FM-109-05) Colonia blanca,

protuberancias peri-centrales discontinuas,

dispuestas en anillo, margen velloso.

b) T. asahii (FM-85-05) Colonia blanca-
amarillenta, glabra en el margen y

plegada, centro elevado aterciopelado.

d) T. asahii (FM-111-05) Colonia
amarillenta, glabra, elevacion anular

peri-central, con pliegues en el margen.

Figura 19. Diversidad morfolégica macroscoépica de T. asahii.
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e) T. asahii (FM115-05) Colonia amarillenta f) T. asahii (FM-274-05(1) Colonia
levantamiento peri-central anular, rugoso. amarillenta, glabra, rugosa al centro,
margen con pliegues y formacion de

anillos concéntricos.

g) T. asahii (FM-280-05(2)) Colonia

amarillenta, glabra, multilobulada.

Figura 20. Diversidad morfologica macroscépica de T. asahii.
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a) T. mucoides (FM-279-05(1)) Colonia b) T. mucoides (FM-48-05) Colonia

blanca aterciopelada, centro liso blanca — amarillenta, centro liso, plano,
ligeramente convexo, elevacion anular elevacion anular concéntrica y margen
periférica y ligeramente plegada. ligeramente velloso.

¢) T. mucoides (FM-50-05) Colonia

blanca, elevacién peri-central anular,

ligeramente velloso en el margen.

aspecto humedo.

Figura 21. Diversidad morfologica macroscopica de T. mucoides.
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a) T. cutaneum (FM-59-05) Colonia b) T. inkin (FM 280-05(1)) Colonia

amarillenta, glabra, plegada amarillenta. Centro plegado a

cerebriforme, margen liso pulverulento

Figura 22. Diversidad morfolégica macroscopica a) T. cutaneum y b) T. inkin.
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VAIVERZDAD NACIONAL
AVENMA DE
MEXICO

a) T.asahii (FM 301 — 05)

b)T.asahii (FM 109 — 05) ¢)T.asahii (FM 115 — 05)

"d) T.asahii (FM 274 — 05 (1))

Figura 23. Diversidad morfologia microscoépica la especie T. asahii. Conidios

ovoides, artroconidios redondos y ovalados, pseudomicelio
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AVENMA DE
MEXICO

a) T. cutaneum (FM 59 — 05) b) T. mucoides (FM 48-05)

Figura 24. Morfologia microscépica a) T. cutaneum (FM 59-05)y b) T.

mucoides (FM 48-05) Conidios ovoides, artroconidios redondos y ovalados,

pseudomicelio

-
Figura 25. Hidrdlisis de urea: a) Candida spp; b) Trichosporon spp; C)
Cryptococcus spp
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Figura 26. Placa (A) de microdilucion, AMB y Trichosporon spp., en la fila “c” CMI 216

pg/ml. En la Placa (B) ITZ y Trichosporon spp., en la fila “f” CMI 1 ug/mi.
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y “h” CMI 4

la CMI 0.03 ug/ml.

e

en la fila “c”,

Figura 27. En la placa (C) TRB y Trichosporon spp.

pg/ml. Placa (D) VRZ y Trichosporon spp,
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V. DISCUSION

Las infecciones superficiales y diseminadas o profundas causadas por las
especies de Trichosporon, han sido descritas por diversos autores. [ 7 3
Debido a la alta mortalidad observada en los pacientes con tricosporonosis
diseminada ha llevado a los investigadores a realizar estudios relacionados con
el agente y el reporte de nuevos casos clinicos, ya que han sido pocos los
trabajos realizados, a pesar de considerarlo un patégeno emergente, sobre
todo en pacientes inmunocomprometidos. & ** %! La principal especie causante
de tricosporonosis diseminada o fungemias por Trichosporon ha sido T. asahii.
En cambio en las infecciones superficiales son varias las especies
relacionadas, siendo T. cutaneum (T. beigelii) la especie implicada en el mayor
nimero de casos. [ 1736 4]

En el presente estudio los 23 aislamientos de Trichosporon se obtuvieron de
pacientes con dermatomicosis, como intertrigo de pies (13 casos) y
onicomicosis (10 casos), a los que después de realizar las pruebas de
morfologia y fisiolégicas, la mayoria se identificaron como T. asahii (15 casos).
En la literatura internacional los casos descritos de micosis superficiales
causadas por Trichosporon en pacientes inmunocompetentes se relaciond con

T. cutaneum (T. beigelii), [17, 36, 49]

mientras que por T. asahii estuvieron
relacionados con alguna enfermedad inmunosupresora como diabetes mellitus
tipo 2 (DMT2) y leucemia. En nuestro estudio de los 15 aislados de T. asahii,
solamente tres se obtuvieron de pacientes con DMT2.

En todos los aislamientos se observo diferencia en la morfologia
macroscoépica y microscopica, e incluso entre los aislados de la misma especie,
como ya ha sido descrito por otros autores. " 4" Lee et al, *"! en su estudio de
18 aislados de T. beigelii describio dos morfotipos principales que fueron el tipo
rugoso y el granuloso. En el primero destacé el predominio de hifas y en el
segundo de blastoconidios, artroconidios y pocas hifas. Ademas, de que los
aislados de formas diseminadas presentaron hifas en mayor porcentaje que las
tricosporonosis superficiales, este fendmeno aparentemente relacionado con la
temperatura. En el presente estudio se identificaron tres morfotipos de T.
asahii: el tipo anular — plegado — velloso, donde predominaron los artroconidios

rectangulares; en el rugoso — glabro con una mezcla de artroconidios ovales en
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disposiciéon catenulada y el tipo multilobular — glabro una mezcla de
artroconidios ovales y rectangulares en agrupaciones. También fue evidente
que entre los aislados de T. mucoides se identificaron tres morfotipos: plegado
— velloso — humedo; plano — anular y el granular — velloso. Microscopicamente
no se observd ninguna diferencia entre los conidios de los diferentes
morfotipos, pero si hubo un predominio de éstos sobre la presencia de hifas,
como lo hace notar en otros reportes, en donde aparentemente la temperatura
de 37°C influyd en la presencia de hifas, en los aislados obtenidos de pacientes
con tricosporonosis diseminada. ?"! En nuestro estudio no se pudo corroborar
este factor debido a que solo se incluyeron aislados obtenidos de pacientes con
dermatomicosis y la temperatura empleada fue de 28°C.

Independientemente de la especie de Trichosporon, dos de las
caracteristicas morfolégicas que destacaron en los aislados del presente
estudio fue el aspecto glabro (56.5%) y vellosidades en la periferia (34.8%).

Mediante la morfologia microscopica, evaluando la forma de artroconidios,
blastoconidios y pseudomicelio, fue posible diferenciar a Trichosporon de otros
géneros de levaduras, como Candida y Geotrichum. Observaciones que
coinciden con la descripcion de otros autores con respecto al género
Trichosporon. 1% 22 40]

Es limitada la informaciéon que se tiene acerca del patron de sensibilidad a
los antifungicos frente a las diferentes especies de Trichosporon y no hay datos
de referencia en los documentos del CLSI. Paphitou et al, B2 en 2002,
reportaron que las especies de Trichosporon mostraron baja actividad in vitro
frente a AMB y una alta actividad frente a algunos triazoles (VRZ, posaconazol
y ravuconazol); otros autores encontraron que Trichosporon spp. fue resistente
a AMB y 5-fluorocitosina, lo que provoco una alta mortalidad (hasta del 80%) en
pacientes que fueron tratados con estos antiftingicos. ¥ °2 En cambio los
azoles, han presentado una mejor actividad in vitro contra especies de
Trichosporon, ya demostrado por diferentes autores, como Ramos et al, % en
2004 reportaron alta actividad in vitro de VRZ frente a aislados clinicos de
Trichosporon. Silva et al,"** en 2003 describieron CMI en rango de sensibilidad
a FLZ y S-DD frente ITZ y KTZ en pacientes con infeccion urinaria nosocomial
causada por T. asahii. En el presente estudio, se observé la menor actividad
de a ITZ y TRB sobre Trichosporon spp., ambos en el 34.8% y el AMB 17.4%,
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cuyo intervalo de CMI fue de 1 a 4ug/mL y de 2 a 4ug/mL, respectivamente,
independientemente de la especie de Trichosporon. Este hallazgo Io
interpretamos como la mayor resistencia de Trichosporon frente a ITZ y TRB
seguido por AMB. Contrario a lo descrito por otros autores en donde la menor
actividad antifungica se observé con AMB. B 41 48 521 Estq demuestra que
existe una variabilidad en la sensibilidad de los antifungicos frente a este
agente, lo que puede explicar la pobre respuesta que presentan los pacientes
tratados con estos antifungicos.

Ante estos hallazgos es importante que cuando se presenten pacientes con
micosis causadas por las diferentes especies de Trichosporon, antes de indicar
un tratamiento es necesario realizar pruebas de sensibilidad a antifungicos para

lograr una mejor respuesta terapéutica.
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VI. CONCLUSIONES

+ Es importante realizar las diferentes pruebas morfolégicas, fisiolégicas para

la identificacion de las especies de Trichosporon, por la variabilidad morfologica

macroscoépica y microscopica que llega a observarse y puede confundirse con

otros hongos causantes de micosis emergentes.

+ Existe variabilidad morfolégica, macroscopica como microscépica, aun

tratindose de la misma especie de Trichosporon, ya que existen varios

morfotipos, independientes de las especie.

+ T. asabhii, es la especie que predomind en las infecciones superficiales en

pacientes inmunocompetentes.

¢+ KTZ, VRZ y FLZ presentaron la mayor actividad antifungica que AMB sobre

las diferentes especies de Trichosporon.

+ Por la mayor actividad de VRZ frente a Trichosporon, podria ser una buena
alternativa para el tratamiento, principalmente de las infecciones

diseminadas.
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Vill. APENDICE

CLSI: Clinical Laboratory Standard Institute
NCCLS: Nacional Committee Clinical Laboratory Standars
ATCC: American Type Culture Collection
RPMI: Roswell Park Memorial Instutite
KTZ: Ketoconazol

ITZ: Itraconazol

VRZ: Voriconazol

FLZ: Fluconazol

AMB: Anfotericina B

TRB: Terbinafina

NaOH: Hidréxido de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

KOH: Hidroxido de sodio

MOPS: Acido morfolinopropanosulfénico
ADS: Agar dextrosa Sabouraud

AHM: Agar harina de maiz

AEM: Agar extracto de malta

ADS — A: Agar Dextrosa Sabouraud con antibiético
APD: Agar papa dextrosa

DMSO: Dimetilsulféxido

ADN: Acido desoxiribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

DMT2: Diabetes mellitas tipo 2

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

S: Sensible

R: Resistente

S-DD: Sensible Dosis Dependiente

YPD: Yeast Peptona Dextrosa
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ANEXOS

9.1 MEDIOS DE CULTIVO

Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) o Sabouraud simple.

Composicion:

¢+ Peptona 10g
¢+ Glucosa 20g
¢+ Agar — agar 20g
+ Agua destilada 1000mL

Procedimiento: disolver los ingredientes en el agua y dejar reposar durante 10

minutos, ajustar pH a 5.6. Se esteriliza por 15 minutos a 121°C.

Agar Dextrosa Sabouraud — Antibiéticos (Sabouraud antibiético).

Composicion:

¢+ Peptona 10g

¢+ Glucosa 20g

¢+ Agar — agar 20g

¢+ Cloranfenicol 500mg
¢+ Cicloheximida 500mg

¢+ Agua destilada 1000mL

Procedimiento: se disuelven en el agua los primeros tres ingredientes, ajustar
pH a 5.6 y dejar reposar por 10 minutos. Se esteriliza durante 15 minutos a
121°C y se deja enfriar a 50°C aproximadamente. En un ambiente estéril se
agregan los antibidticos.
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Agar Papa Dextrosa (APD).

Composicion:

¢+ Pulpa de papa 2509
¢+ Glucosa 20g
¢+ Agar — agar 20g
¢+ Agua destilada 1000mL

Procedimiento: pelar y cortar la papa en trozos finos, poner a ebullicion durante
30 minutos. Filtrar a través de una gasa y reponer el volumen anterior. Anadir la
glucosa y el agar. Disolver por calentamiento y esterilizar a 121°C por 20

minutos. Envasar la mezcla.

Agar Harina de Maiz — Tween 80.

Composicion:

¢+ Harina de maiz 62.59

¢+ Agua destilada 1000mL
¢+ Tween 80 15mL
¢+ Agar 19¢g

Procedimiento: disolver la harina de maiz en el agua destilada, dejar reposar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Anadir el agar y el Tween 80. Esterilizar

por 20 minutos a 121°C.
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Agar YPD.

Composicion:

+ Extracto de levadura 10g

¢+ Peptona 20g

¢+ Dextrosa 20g

¢+ Agar 15¢g

¢+ Agua destilada 1000mL

Procedimiento: mezclar todos los componentes de la férmula y llevar a

ebullicién durante 1 minuto. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Agar dextrosa — urea

Composicion:

¢+ Dextrosa 19

¢+ Peptona 19

¢+ Cloruro de sodio 5g

¢+ Fosfato monopotasico 29

¢+ Urea 20g

¢+ Agar 15¢g

¢+ Rojo de fenol 12mg
¢+ Agua destilada 1000mL

Procedimiento: disolver la urea en 100mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion. Disolver los ingredientes restantes en 900mL de agua destilada.
Esterilizar a 121°C durante 20 minutos, enfriar a 50°C. Agregar la solucion de

urea en ambiente estéril.
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RPMI - Liquido.

Composicion:

>

RPMI 1640
MOPS

¢+ Glucosa

*

>

Agua ultrapura (QP)

109
34.5¢g
0.2g
1000mL

Procedimiento: disolver los ingredientes en el agua a temperatura ambiente,

mantener en agitacion. Llevar a pH 7 con NaOH 1M. Esterilizar por filtracion.

Colocar en envase oscuro.
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9.2 TECNICAS DELABORATORIO.

Tincién con Azul de algoddén — lactofenol.

Consiste en depositar una gota de colorante sobre un portaobjetos y, sobre

ella, colocar un fragmento pequefio del cultivo por estudiar, dilacerandolo

perfectamente para poder hacer una buena observacion. Se coloca un

cubreobjetos sobre la preparacion y se procede a la observacion de la misma.

Técnica de microcultivo

a)

b)

f)

¢))

h)

)

k)

En la base de una caja Petri se colocé una varilla de vidrio en forma de “V”
(caballete).

Sobre la varilla se fij6 un portaobjeto con ayuda de cinta adhesiva.
Depositando en la misma caja un cubreobijeto.

Se esterilizo el material durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Se preparararon cajas de Petri con el medio de cultivo ADS y AHM de
aproximadamente 5 a 7 mm de espesor.

Se cortdé el medio en cuadros de 1 cm por lado, aproximadamente, con
ayuda de un bisturi estéril.

En area estéril, se colocoé un cuadro de ADS al centro del portaobjetos de la
caja Petri.

Se inocula en cada uno de los lados del fragmento del medio una pequefia
porcion del aislamiento y se coloco el cubreobjeto sobre el medio inoculado.
Se adicionan 10 mL de agua glicerinada al 10%, teniendo cuidado de no
mojar el cultivo.

Se incuban a oscuridad durante 48 horas a 28°C.

Se retird el cubreobjeto y se coloco sobre un portaobjeto limpio en el que
previamente se colocé una gota de azul de algodon.

Se retird y se deseché el fragmento de medio de cultivo del portaobjeto; se
deposita al centro del portaobjetos una gota de azul de algodén y se coloco

un cubreobjeto nuevo.

76



I) Para conservar la preparacion, se sellan los bordes de los cubreobjetos con
resina o barniz de ufias transparente.
Observacion y lecturas se registraron en una hoja de reporte, la forma, tamafo,

disposicion de los conidios y formacion de pseudohifas.

Técnica de Dalmau.

1. Se dividié una caja Petri con AHM 1% Tween 80, en cada division un
cultivo.

2. Con una asa estéril tocar ligeramente la colonia de la levadura, y hacer 2
lineas separadas de aproximadamente 3.5 cm de largo y a 1.2cm de
separacion.

3. Esterilizar el asa y enfriar. Pasar el asa estéril, de un lado a otro sobre las
dos lineas, diluyendo el indculo. No perforar el agar.

4. Con unas pinzas de diseccion, colocar un cubreobjeto de 22 mm sobre las
lineas de inoculacion.

5. Incubar a 28°C durante 72 horas.

Remover la tapa de la caja Petri y colocar la placa en el microscopio para su
observacion directa, colocando el objetivo en el borde del cubreobijeto.
Examinar cuidadosamente las areas con el objetivo de 40x. Valorar la forma,

tamano y disposicidén de los conidios y otras estructuras.

77



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Anexos

