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Diagndstico de micosis invasivas mediante técnicas de

biologia molecular

Consuelo Ferrert y M2 Francisca Colom?

Instituto Oftalmoldgico de Alicante, Dpto de |+D+1, Laboratorio de
Biologia Molecular y ?Divisién de Microbiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Miguel Hernandez

La Infeccién Fungica Invasiva (IFl) es un proceso generalmente grave
cuyaincidencia estéd aumentando considerablemente por el incremento
en el nimero de pacientes de riesgo para estas afecciones (trasplantados,
inmunodeprimidos...). Las técnicas convencional es para deteccion e
identificacion de hongos, basadas fundamentalmente en el cultivoy
observacion microscopica, son en general lentas, o que con frecuencia
resultaen un considerable retraso en lainstauracion de una terapia espe-
cifica adecuada. La demora en lainstauracion del tratamiento especifico,
sobre un enfermo ya de por si debilitado, convierte alas IFl en procesos
graves que a menudo suponen la causa de muerte del paciente. Estos
hechos han llevado a desarrollo de métodos diagndsticos independientes
del cultivo, que incluyen pruebas basadas en |a deteccion de antigenos y
anticuerpos, deteccion productos metabdlicos y deteccion e identifica-
cién secuencias especificas del genoma mediante biologia molecular. En
cuanto a estas Ultimas, se han ensayado con éxito diversas técnicas, algu-
nas de las cuales se vienen aplicando ya sobre un nimero considerable
de muestras y, por tanto, comienzan a proponerse como posibles méto-
dos de aplicacion estandar.

Dianas gendémicas: En la correcta orientacion de un método diagnéstico
basado en la deteccién de écidos nucleicos, €l primer paso es la adecuada
seleccion de dianas. Estas pueden ser muy diferentes seglin se pretenda
detectar una cepa, una especie o género concreto, o se dirijan a la detec-
cién inespecifica de cualquier tipo de hongo. Para cualquiera de los
casos, las mejores dianas son las que aparecen con alto nimero de copias
en el genoma, lo que confiere a las técnicas de deteccion, alta sensibili-
dad. Cuando el objetivo primero es detectar |a presencia/ausencia de
hongos, se eligen marcadores que estén presentes en todos los géneros
fangicos y preferiblemente secuencias de las que existan multiples
copias. Cuando se busca un género o especie concreta, la diana debe ser
exclusiva del mismo y estar presente en un elevado nimero de copias en
todos los individuos del grupo taxonémico que se pretende detectar.
Hasta el momento, las dianas mas importantes propuestas para deteccion
de hongos pueden dividirse en dos grandes grupos:. Las que se localizan
en el complejo ribosomal (dianas ribosomales) y las No ribosomales.
Dianas No ribosomales: Las mas conocidas y utilizadas corresponden a
secuencias que codifican enzimas (gen de la actinay citocromo P450 en
Candida, las que codifican telémeros del DNA mitocondria y los méto-
dos que utilizan amplificacion por PCR mediante cebadores arbritarios.
Dianas ribosomales: Laregion del genoma mas utilizada como diana
para amplificar y detectar DNA fungico es la region del complejo ribo-
somal (genes 18S, 5.8Sy 28S rDNA). Esta region es lamas utilizada por
dos razones fundamentales. La secuencia conservada de los genes ribo-
somales entre los hongos y su presencia en un elevado nimero de copias
(unas 150 repeticiones en tdndem de los genes rRNA en células de leva-
duras) Por otra parte, estos genes son buenos candidatos tanto como dia-
nas universales como especificas, puesto que la unidad de transcripcién
presenta, entre las secuencias altamente conservadas (universales), regio-
nes variables con secuencias especificas de especie. Entre los genes 18S
y 5.8S, y entre las subunidades 5.8S y 28S del DNA ribosomal existen
las regiones espaciadoras (ITS1 e ITS2) que no se transcriben a rRNA.
Estas regiones, a contrario que las correspondientes al rRNA, son dis-
tintivasy divergentes, por |0 que son excelentes dianas paralaidentifica-
Cidn de especies. Los primeros estudios utilizando el complejo ribosomal
como diana, se concentraron en la subunidad 18S del rDNA. La compa
racion de secuencias dentro de esta regién ha sido una herramienta (til
paralaidentificacion de génerosy especies. Sin embargo, lalimitada
variabilidad dentro de este rDNA, junto con la necesidad de comparar
grandes secuencias, ha llevado a plantear un cambio hacia la utilizacion
de laregion mas pequefia, comprendida entre el 18SrDNA vy el 28S
rDNA, como diana para separar especies fungicas. Estaregion incluye
los espaciadores ITS1 e ITS2 y e gen 5.8SrDNA. Hasta el momento, es
laprincipal regién analizada para deteccion e identificacion de hongos, y
lamayoria de los métodos moleculares se dirigen a ella. El fragmento
completo tiene un tamafio de 600pb y |as técnicas de diagndstico pueden
dirigirse tanto a la deteccion de la region completa (universal para hon-
gos), como a secuencias especificas localizadas en los espaciadores, en
las que pueden utilizarse varios métodos moleculares diferentes para la
identificacion del hongo (hibridacion con sondas especificas; polimorfis-
mo de tamafio; RFLP; SSCP, secuenciacion directa del DNA amplifica
do).
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Técnicas de deteccion: En cuanto a las técnicas de deteccion de dianas
universales o especificas, la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ha desplazado a otros métodos basados en el estudio de los &cidos
nucleicos, debido a su ssimplicidad, sensibilidad, rapidez y especificidad.
Ventajasy limitaciones: La principal ventaja del diagnostico basado en
biologia molecular es, sin duda, la rapidez en la obtencion de resultados.
En tan so6lo unas horas desde la toma de muestra, se puede establecer un
diagnéstico fiable de micosisy, en pocas horas mas, disponer de laiden-
tificacion de la especie fungica implicada. Por otra parte, es importante
comentar, que €l hecho de que el paciente esté bajo tratamiento antifun-
gico empirico, no entorpece la obtencién de resultados ya que se detec-
tan tanto elementos viables como no viables. Per estos métodos no estén
libres de limitaciones que es necesario tener en cuenta. La contamina-
cion de las muestras por hongos de ambiente es una limitacion grave,
especialmente de la PCR, con la que pueden obtenerse falsos positivos
por magnificar una presencia flngica minima. El problema es méas
importante cuando las dianas son secuencias universales, por lo que el
manejo en condiciones de esterilidad y la utilizacion sistemética de con-
troles negativos se hace imprescindible. Las muestras de tejidos prima-
riamente estériles, como suelen ser los sometidos a estudio en micosis
invasivas, presentan obviamente mucho menor problema que las corres-
pondientes a muestras sospechosas de micosis superficiales. Hay que
afiadir ademas, que para la PCR, la presencia de inhibidores de la poli-
merasa en el material a estudiar, es otro de los posibles inconvenientes
del método. Hasta e momento, la técnica ha sido ensayada en diversos
tejidos y los protocolos de tratamiento de las muestras parecen no pre-
sentar problemas en este sentido, no obstante, es necesario realizar con-
troles positivos con muestras similares para trabajar en un rango de
confianza aceptable.

Conclusion: La aplicacion de los métodos rapidos de deteccion y andli-
sis de secuencias genémicas universalesy especificas de hongos, para el
diagndstico rapido de micosis invasivas, supone disponer de una herra-
mienta de extraordinaria utilidad en el manejo de enfermos criticos. La
amplificacién por PCR de las secuencias que codifican para las subuni-
dad 5.8S del rRNA vy los espaciadores que la flanquean, se ha revelado
como un método de extraordinaria efectividad en la deteccidn de hongos
en cualquier tipo de muestra, alavez que permite la posibilidad de redli-
zar una identificacion répida el agente causal, en la mayoria de |os casos
a nivel de especie. No obstante, es imprescindible hacer una cuidadosa
reflexién sobre el desarrollo y aplicacién de los métodos moleculares
disponibles, y ampliar los estudios que aplican en paralelo estas técnicas
y las de micologia tradicional, como Unico camino vélido para establecer
protocolos seguros de trabajo en la préctica clinicadiaria.

Kan VL. Polymerase chain reaction for the diagnosis of candidemia. J Infect Dis 1993
Sep;168(3):779-783

Dammann R, Lucchini R, Koller T, Sogo JM. Transcription in the yeast rRNA gene
locus: distribution of the active gene copies and chromatin structure of their flanking
regulatory sequences. Mol Cell Biol 1995 Oct;15(10):5294-5303.

Per spectivas en el diagndstico serolégico de la aspergi-
losisinvasiva

Ramiro L 6pez Medrano

Seccion de Microbiologia, Hospital El Bierzo, Ponferrada, Ledn

En los Ultimos tiempos la aspergilosis invasiva (Al) es sin duda el centro
de atencion dentro del universo de las aspergilosis. Son €l resultado de
complejas interacciones aun no del todo desveladas entre un hongo paté-
geno oportunistay un huésped cuya capacidad de respuesta se haido
modificando artificialmente a consecuencia de los Ultimos avances médi -
cos. En la Gltima década numerosos trabajos en este campo han arrojado
gran cantidad de informacién sobre el tema, aun no suficientemente con-
trastada, generando nuevas expectativas para el clinico. En la década de
los 90 se realizaron importantes progresos en la estandarizacién de los
procedimientos de extraccion de antigenos para el serodiagndstico y en
la caracterizacion de antigenos clave de Aspergillus fumigatus. Con la
ayuda de técnicas de biologia molecular se pusieron a punto nuevos
métodos de estudio de la virulencia, como los experimentos de disrup-
cién génicay se disefiaron model os animales de aspergilosisinvasiva. Se
secuenciaron los primeros genes de proteinas y antigenos de Aspergillus
fumigatus y se construyeron las primeras genotecas de DNA, antes solo
posibles en su pariente Aspergillus nidulans, més sencillo de estudiar.
También se avanzo en € estudio del funcionamiento de los neutréfilos y
macro6fagos en respuesta a lainfeccién y en el papel de lainmunidad
celular. Pero el verdadero motor de toda esta investigacion sigue siendo
el diagndstico de la Al. Su incremento en las Ultimas décadas, su grave-
dad y su répida evolucion han captado la atencién de los investigadores,
que han tratado de encontrar un sistema de diagnostico serol 6gico rgpido
y Seguro que permita encauzar un tratamiento antifungico capaz de
mejorar la supervivencia de los enfermos.

El enfoque del serodiagndstico comenzé estudiando la respuesta humo-
ral: pronto se vio que |o habitual es que no se detecten anticuerpos espe-
cificos. en las Al debido a la inmunodepresién de los grupos de riesgo.
Esto es especialmente cierto cuando se emplean las técnicas de inmuno-
difusion, que son las de mayor implantacion en los laboratorios y que



Rev Iberoam Micol2003; 20

ademés son poco sensibles. Sin embargo pueden detectarse anticuerpos
por técnicas més sensibles como el immunoblotting. Esto sucede en las
Al con menor grado de inmunodepresion y puede estar relacionado con
un mejor prondstico. Sin embargo el significado exacto de estos anti-
cuerpos continda sin conocerse: se precisan estudios que delimiten con
claridad su posible valor prondstico asi como su comportamiento durante
¢l tratamiento antifungico.

En las Al e hecho es que Aspergillus fumigatus acabainvadiendo érga-
nos y tejidos haciendo que parte de la estructura de las hifas, de sus
metabolitos o de sus toxinas estén presentes en las muestras clinicas. Por
ello la deteccion de antigenemia se ha convertido en el abordaje princi-
pal del serodiagndstico y en el punto que acapara mayor interés.
Numerosos productos de Aspergillus se han detectado en muestras de
pacientes con Al: metabolitos (D-manitol), toxinas (ribotoxina de 18
kDa), elementos estructurales de la pared celular de las hifas (diversas
glicoproteinas, beta 1,3-glucano), proteinas citosolicas, acidos nucleicos
y diversos productos excretados como el galactomanano entre otros. La
mayoria de ellos se han ido describiendo desde principios de |os afios 90
en trabajos de investigacion pero carecen de aplicacion clinica inmedia
ta. Solo la deteccion del galactomanano (GM) esta comercialmente dis-
ponibley es de amplio uso en los |aboratorios. Se basa en la deteccion de
GM en suero pero también en orina, BAL, etc. Existen dos sistemas de
deteccién basados en el empleo del mismo anticuerpo monoclonal EB-
A2, dirigido frente a las cadenas laterales del galactomanano: la agluti-
nacion en latex (Pastorex-Aspergillus) y el ELISA doble sandwich
(Platelia-Aspergillus). Es importante recordar que el galactomanano esla
porcidn azucarada de muchas glicoproteinas secretadas por Aspergillusy
estd compuesto por un core central no inmunogénico del que parten cor-
tas cadenas laterales de galactosa que si son inmunogénicas. Los prime-
ros estudios de aglutinacion en 1&tex datan de finales de los 80 y pronto
se observa que la positividad del antigeno se alcanza en etapas muy
avanzadas de la enfermedad, con frecuencia fuera de tiempo para instau-
rar un tratamiento antiflingico exitoso. La técnica detecta a partir de 15
nanogramos de GM por mililitro de suero. Por ello alo largo de la
siguiente década los esfuerzos se dirigen a mejorar la sensibilidad de la
técnica empleando un ELISA doble sandwich basado en el mismo anti-
cuerpo monoclonal EB-A2 capaz de detectar tan sdlo 1 nanogramo por
mililitro de GM. En los primeros estudios de grandes series, realizados
mayoritariamente en trasplantados medulares, |os resultados de sensibili-
dad y especificidad resultaron ser muy altos (95% para cada una).
Ademés se informd de la deteccion de GM en suero una o dos semanas
antes del inicio de los sintomas, 10 que permitiria instaurar una terapia
antiflingica cuya eficacia podia ademas monitorizarse por la misma téc-
nica. Tras la redefinicion de los criterios de clasificacion de las Al por
organismos como la EORTC los mismos autores en trabajos posteriores
siguieron comunicando una atisima sensibilidad (100%) con una especi -
ficidad algo inferior (96%) y un valor predictivo positivo de sdlo el 68%.
En esta ocasion el nimero de falsos positivos obligd a considerar la
prueba positiva sélo cuando se detecta GM en dos muestras de suero
consecutivas. En laliteratura posterior |os resultados de sensibilidad y
especificidad varian considerablemente, comunicando sensibilidades tan
bajas como el 50% en recientes trabajos. Se han ido describiendo ademas
numerosos falsos positivos en nifios sometidos a trasplante medular no
infectados, en prematuros y los causados por lainclusion de cereales en
la dieta, entre otros. Con frecuencia se informa de resultados discordan-
tes y contradictorios. En cualquier caso parece que estos problemas de
inespecificidad derivan de que el sistema de deteccion es demasiado sen-
sible y emplea un anticuerpo monoclonal que detecta restos azucarados
del GM comunes a muchas ies de hongos, contaminantes habitua-
les del laboratorio. Ello obliga a repetir las determinaciones, lo que enca-
rece y darga la obtencion de resultados clinicamente Gtiles. Ademas la
mayoria de |as evaluaciones realizadas se han hecho en un sdlo grupo de
riesgo, que es el de los trasplantados medulares. Por ello se precisan
estudios rigurosos que permitan establecer la utilidad real de la técnica
en éste y otros grupos de riesgo, asegurar la precocidad del diagndstico y
demostrar su utilidad en lamonitorizacion del tratamiento antifangico.
Otros sistemas deteccion de antigenemia se basan en la deteccion de beta
1,3 glucano, componente de la pared celular de los hongos, en plasma de
pacientes con Al. Aunque con buena sensibilidad (90%), es inespecifico
para Aspergillus ya que se detecta en plasma en otras micosis invasivas
como candidiasis o criptococosis, 10 que limita su utilidad. El enfoque
més prometedor parte de la deteccidn de écidos nucleicos (ADN sobre
todo ) de Aspergillus fumigatus en muestras clinicas diversas.
Actualmente se esta en discusion sobre problemas técnicos que permane-
cen sin dilucidar: la muestra més adecuada, € método de extraccion de
ADN més eficaz, la técnica de amplificacion idéneay laregion a ampli-
ficar. Los primeros trabajos sobre PCR apuntan al suero como una buena
muestra para PCR en ventaja sobre otras como el BAL, aunque la sangre
total parece un tipo de muestra prometedor. La literatura parece indicar
que estas técnicas son muy sensibles (aunque menos que la deteccidn del
GM) y no estan exentas de falsos positivos. Las técnicas basadas en PCR
que permiten la cuantificacion del ADN podrian solventar algunos de
estos problemas.

En e momento actual contintia la blsqueda de un sistema de deteccién
de antigenemia, que inevitablemente pasa por: A/ Estudios rigurosos de
evaluacién del ELISA para deteccion de GM ampliados a todos los gru-

pos de riesgo. B/ Estudios comparativos entre técnicas de deteccion (GM
versus PCR): ¢cudl de ellas refleja mejor la masa fangica infectante?.
C/Determinar si el empleo de estas técnicas en Al ayuda a conocer €l
momento de lainfeccion y a diferenciar colonizacién de infeccion. D/
Establecer marcadores de infeccién y seguimiento en paralelo con lares-
puesta inmune. E/ Combinacion con otros procedimientos diagndsticos
como el TAC o la deteccion de pacientes susceptibles por técnicas de
estudio de lainmunidad celular.

Aplicacion delas curvasde letalidad en €l estudio de la

actividad in vitro de los antifangicos
M. Romero, E. Canton

El método de las curvas de letalidad o mortalidad-tiempo, ampliamente
utilizado en bacterias, proporciona informacién importante sobre la dina-
mica de la accién microbicida de un antimicrobiano y sobre la relacion
entre concentracion y actividad microbicida. Esta técnica es Util para la
investigacion de nuevas sustancias, la determinacion del sinergismo y
antagonismo entre diferentes antiflingicos y la mejor comprension de su
mecanismo de accion. Consiste en inocular una serie de tubos que con-
tienen concentraciones conocidas de antifingico, con una concentracion
también conocida de levaduras. A determinados tiempos se toma una
muestra de la solucion que, diluida convenientemente, se siembraen pla-
cas de agar glucosado de Sabouraud. Tras incubarlas durante 24-48
horas se cuenta el nimero de colonias por placa (UFC), expresando los
resultados en UFC/ml o como porcentaje de células supervivientes con
respecto al indculo inicial. Estos célcul os se trasladan a una gréfica semi-
logaritmica que nos permite determinar la actividad fungicida o fungista-
ticay una serie de parametros como son el tiempo de inicio de la
actividad, la minima concentracion con efecto fungicida, €l tiempo en el
que se produce este efecto y €l tiempo en € que se produce una reduc-
cién de 3 log respecto a inéculo, la duracion de la fase de latencia, €l
nimero de colonias viables a las 24-48 horas de incubacion y la veloci-
dad de crecimiento o muerte para cada concentracion.

El célculo de la curva se realiza aplicando una funcién matemética que
se gjuste a los datos obtenidos. En general los antifingicos siguen una
cinéticamonoexponencia de primer orden en laque laletalidad aumenta
con el tiempo. Pero también puede darse una cinética biexponencial con
dos velocidades de letalidad, o sigmoidea con una fase de latencia antes
de empezar laletalidad, seguida de una fase rapiday otra fase en la que
lavelocidad es constante 0 no aumenta significativamente.

Latasa de letalidad o crecimiento viene determinado por una constante
K que depende de diversos factores, permitiendo la comparacion del
efecto de los mismos en la cinética de la accién fungicida. La aplicacion
de un andlisis de varianza, permite ademés determinar a partir de que
concentracion hay un aumento de letalidad, y entre que concentraciones
hay diferencias significativas de letalidad.

Para realizar estos estudios, debemos conocer previamente una serie de
parametros como son: la CM| del microorganismo en el medio que
vamos a utilizar, las concentraciones a ensayar, |a dindmica de creci-
miento de lalevadura, el efecto del antiflingico arrastrado con la muestra
y €l indculo de partida.

Por otro lado existen también una serie de factores que influyen en la
actividad fungicida como la temperaturay las condiciones de incuba-
cion, el pH y el tampdn, el medio de cultivo, € microorganismo, €l ind-
culo, lafase de crecimiento y el antifiingico ensayado.

Aunque este método no esta todavia estandarizado, en esta ponencia se
expondran las condiciones bajo las cuales se suelen llevar a cabo estos
ensayos y algunos gjemplos de curvas de letalidad obtenidas para dife-
rentes antifangicos y especies de levaduras asi como |os resultados y
conclusiones obtenidos.

Klepser ME, Ernst EJ, Lewis RE, Ernst ME, Pfaller M. Influence of test conditions on
antifungal time-kill curve results: Proposal for standardized methods. Antimicrob Agents
Chemother 1998; 42:1207-1212.

Cantén E, Peman J. Curvas de letalidad en antifingicos. Rev Iberoam Micol 1999; 16:
2-85.

Estudio dela actividad in vitro de las combinaciones de
antifiingicos mediante técnicas de microdilucién, Etest

y curvasde letalidad
M. Romero, E. Canton

Resumen no disponible
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COMUNICACIONES

Aplicacion de la Biologia Molecular al Diagnéstico de

Infeccion Fangica Invasiva. Primer os Resultados
Alglandro Jover*?, Alfredo Zorraquino®, M2 Francisca Colom?, Jorge L.
Alié*2y Consuelo Ferrert

YInstituto Oftalmol 6gico de Alicante; 2Universidad Miguel Hernandez,
Alicante; *Hospital Universitario de San Juan, Alicante

OBJETIVO. Diagnéstico de Infeccién Fungica Invasiva mediante
amplificacion por PCR de dianas ribosomales en muestras de pacientes
de dos centros clinicos de Alicante.

INTRODUCCION. El diagndstico microbiol 6gico de infecciones fin-
gicas invasivas (IFl) se realiza en muchos casos mediante cultivo. Este
proceso puede durar tiempos superiores a una semana, con el consi-
guiente riesgo parala salud del paciente. El desarrollo de técnicas de
diagnostico molecular como la PCR, permite obtener en menos de 24
horas, informacién sobre del tipo de microorganismo que causa la infec-
cién, permitiendo instaurar un tratamiento eficaz temprano (antifingicos
o antibacterianos).

MATERIALES Y METODOS. Seincluyen en €l estudio 77 muestras
procedentes del servicio de microbiologia del hospital de San Juan y del
Instituto oftalmol égico de Alicante. Los tipos de muestras procesadas
fueron: Liquido de Lavado Broncoalveolar (LBA), liquido pleura (LP),
liquido sinovial, raspado corneal (RC), humor acuoso (HA), humor
vitreo (HV) y liquido ascitico (LA).

Las muestras se procesaron en paralelo mediante cultivo en agar de
Sabouraud cloranfenicol y extraccion de DNA para diagndstico molecu-
lar. Este Ultimo se realizd mediante amplificacion por PCR de la secuen-
ciaribosomal que corresponde ala subunidad 5.8S y los espaciadores
que laflanquean. Para aumentar la sensibilidad del método se realizé una
segunda amplificacién, (semi nested PCR) con un nuevo cebador que
hibrida con una zona conservada del 5,8S rDNA, manteniendo el ceba-
dor que hibrida con el extremo 5’ del 28S rDNA. Este método permite
detectar la presencia de hongos de forma inespecifica. Para la identifica-
cion, se secuenciaron los productos amplificados y las secuencias se
compararon con |as bases de datos del EMBL y NCBI.

RESULTADOS Y DISCUSION. Dél total de las muestras estudiadas,
sblo 8 fueron positivas por cultivo (10%), en cambio 21 fueron positivas
por PCR (27%), 5 de €llas en la segunda amplificacion. Sdlo uno de los
positivos por cultivo fue negativo por PCR, probablemente por una con-
taminacion de la muestra (LBA) o del cultivo. La comparacion de resul-
tados de ambas técnicas (PCR/cultivo) para cada tipo de muestra fue: LP
2/0; LBA 7/3; LA 4/0; RC 5/4; HA y HV 2/1. En general, y para todos
los tipos de muestra, la PCR resultd ser méas sensible que €l cultivo.
Consultadas las historias clinicas de cada uno de los pacientes existié
concordancia con los resultados obtenidos por biologia molecular,
excepto para las cuatro muestras de LBA positivas por PCR y negativas
por cultivo. La PCR parece ser una herramienta demasiado sensible para
muestras no estériles como LBA o cepillados bronquiales.

L as especies identificadas fueron las siguientes: Fusarium oxysporum
(1), Alternaria sp. (1), Alternaria alternata (2), Aspergillus flavus (1),
Candida albicans (6), Penicillium chrysogenum (1), Alternariainfecto -
ria (1), Cryptococcus magnus (1).

Criptococosis en EsPana Epidemiologia molecular
Susana Frasés?, Consuelo Ferrer?, Manuel Sanchez!, M2 Francisca
Colom*

Divisién de Microbiologia, Universidad Miguel Hernandez, Alicante e
2 ngtituto Oftalmol dgico de Alicante

La criptococosis es una enfermedad fungica, grave y generalmente opor-
tunista, que suele afectar a pacientes con deterioro en el sistema inmuno-
l6gico. De hecho laprevalencia de criptococosis en una poblacién puede
considerarse un “centinela’ o marcador del porcentgje de individuos con
dteraciones inmunitarias. La aparicion y difusion del SIDA ha sido por
tanto un fenébmeno clave en e protagonismo de este microorganismo en
el panorama de la patologia infecciosay ha supuesto que los conoci-
mientos sobre el mismo se ampliaran extraordinariamente y nos llevaran
a descubrir un patégeno muy distinto a la mayoria de los descritos y del
gue quedan todavia numerosos aspectos por aclarar. En este sentido, la
diferente ecologia, distribucion geogréfica, epidemiologiay virulencia
de sus dos variedades (C.n. var. neoformansy C.n. var. gattii) ha supues-
to un interesante estimulo para el estudio de numerosos aspectos fisiol 6-
gicos y moleculares de esta levadura. Son numerosos los trabajos en los
gue se intentarelacionar el fenotipo y comportamiento de C. neoformans
con rasgos del genotipo. Los numerosos trabajos |levados a cabo para la
obtencion de patrones cromosomicos de Cryptococcus neoformans,
muestran una elevadisima variabilidad de cariotipo tanto en cepas de
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medio ambiente como clinicas. Los estudios que buscan €l tipado mole-
cular de los serotipos y variedades de Cryptococcus, se han intentado
interpretar desde un punto de vista epidemiol 6gico buscando patrones
que muestren una determinada relacion con la procedencia de los aisla
dos. Los marcadores moleculares propuestos hasta el momento incluyen
elementos repetidos del genoma (los denominados secuencias minisatéli -
tes), el patron de digestion de determinados genes, |a secuencia de los
espaciadores intergénicos situados entre genes del rDNA y otros.
Algunos de los marcadores propuestos han llegado a establecer una
determinada distribucion de patrones segln areas geogréficas, pero los
resultados no son todavia concluyentes y es de gran interés ampliar la
muestra epidemiol 6gica para valorar la efectividad de la herramienta
molecular ensayada.

Hasta el momento se han recogido més de 50 de muestras de medio
ambiente y 65 aislados de muestras clinicas de |os que se dispone de
abundante informacién epidemiol6gica, clinicay micoldgica. Sobre esta
base se han ensayado distintos marcadores moleculares que incluyen
CNREL, Huella digital (DNA fingerprinting) de secuencias minisatélite
(GACA). y de genes de las subunidades 5S y 5.8S del rDNA y de sus
espamadores (ITS); digestion de las subunidades del rDNA y del gen

Los resultados de tipado molecular no muestran variaciones determi-
nantes en cuanto a la distribucién por éreas geogréficas de los diferentes
aislados aunque es de destacar, que en la obtencion del patrén de diges-
tion del gen URAS, se observan 1os mismos patrones que en trabajos
previos realizados en otras zonas del mundo diferenciandose 8 patrones
moleculares de clara utilidad epidemiolgica, 1o que no ha sucedido a
ensayar otros marcadores como la amplificacion de secuencias minisaté-
lites (GACA)., aunque algunos autores proponen esta técnica para geno-
tipado de la levadura, planteando una correlacion estable con los
serotipos, la diversidad es demasiado elevaday, por tanto, la correlacion
con serotipo complejay, hasta ahora, dificilmente reproducible.

Los genes del rDNA, son actualmente una de las dianas mas estudiadas
en el genoma de los hongos, fundamental mente para deteccion e identifi -
cacién de especies mediante biologia molecular. La estabilidad de la
secuencia de los genes ribosomal es dentro del reino de los hongos, unida
a la especificidad de la de sus espaciadores internos (ITS), supone una
herramienta de gran utilidad en diagnéstico répido de micosis. La ampli-
ficacion de las subunidades 18S y 5.8S del rDNA y posterior digestion
enzimética, distingue especies de formarapiday claray, en nuestro estu-
dio, permite distinguir a C. neoformans de T. beigelii, o que es de rele-
vancia diagnostica debido a los falsos positivos que estas dos especies
generan por compartir antigenos y otras caracteristicas empleadas en
pruebas clésicas de identificacion.

En cuanto a la obtencién de patrones de restriccion de la subunidad 5S
del rDNA, ladiversidad de resultados es muy elevada, no encontrandose
correlacion entre patrones y serotipos, factor de riesgo, etc.; Nuestros
resultados muestran patrones diferentes para distintas cepas 'y coinciden-
tes en casos de aislados de recidivas de criptococosis en un mismo
paciente, lo que puede tener una interesante aplicacion en el seguimiento
de enfermos de criptococosis que con frecuencia recidivan, aunque exis-
ten también aislamientos muy alejados que comparten €l patrén de ban-
das. La sensibilidad del método podria mejorarse con doble digestién,
para cortar €l fragmento en las cepas que poseen un amplificado de 850-
950 pb, en que Cfol no cortala secuencia.

Uno de los resultados més relevantes del estudio, son los patrones obte-
nidos tras la digestion del gen URAS gque muestran una interesante corre-
lacion con el factor de riesgo en enfermos de criptococosis. Los aislados
de pacientes VIH positivos presentan dos tipos de patrones (VNI y
VNII), y los procedentes de otros pacientes, muestran 6 patrones diferen-
tesy distintos a estos. Estos resultados coinciden con los encontrados en
el estudio de epidemiologia realizado con cepas | atinoamericanas

Infeccion mixta por los serotipos A y B de
Cryptococcus neoformans como causa de meningoence-

falitisen una nifia de Par4, Brasil: historia del caso
LucianaTrilles, Liline M. S. Marting, Marcia S. Lazéra!, Maria José S.
Leal?, Maria do Amparo S. Cavalcanti?, Kelsen D. Euldlio?, Bodo
Wanke

Servigo de Micologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
FioCruz, Rio de Janeiro e ?nstituto de Doengas Tropicais Natan
Portela, Faculdade de Ciéncias Médicas do Piaui, Brasil

Introduccién: Cryptococcus neoformans es un hongo cosmopolita, fre-
cuentemente asociado a enfermos de SIDA, causante de meningoencefa
litis grave, aunque rara en nifios. En Brasil, la infeccion se produce
principalmente en el N y el NE en forma endémica afectando a indivi-
duos inmunocompetentes o bien asociada a factores de riesgo. Se descri-
be un caso clinico que aporta aspectos epidemiol 6gicos poco conocidos.
Historia clinica. Datos personales: Paciente femenina de 9 afios de edad,
estudiante, residente en Itaituba-Pard, internada en el Hospital Infantil
Lucidio Portela del estado de Piaui. Antecedentes clinicos: Cuadro de 9
meses de evolucion, con diagnostico de hepatitis cronica, malariay neu-
mopatia bilateral, presentando también crisis convulsivas, dolor abdomi-
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nal, y fiebre vespertina acompafiada de escalofrios y epistaxis. Historia
actual: En el momento del ingreso paciente de 29 kg de peso, hidratada,
no cian6tica, asténica, taquipneicay taquicardica. La enferma presentaba
ictericia, paidez, colUria, heces acolicas, sialorrea, epistaxis, cefaea, y
obnubilacién. Seinicié tratamiento con diuréticos, antibioterapia anti-
bacterianaIM y IV, antihelminticos y antiinflamatorios. Se practicé pun-
cion lumbar detectandose en LCR una levadura capsulada compatible
con C. neoformans. Se administré anfotericina B, asociada posterior-
mente a fluconazol (150 mg/dia). La paciente evolucion6 hacia un cua-
dro de hidrocefalia comunicante con sintomas de hipertension
intracraneal, siendo sometida a derivacién ventricular externa a pesar de
la cual seinstaurd clinica de distension abdominal, disnea, crisis convul-
sivas, hemorragia digestivay coma con resultado fatal. Resultados de
laboratorio: LCR de aspecto limpido, 44 células'mm?, glucosa 11 mg/dl
y proteinas 42.6 mg/dl. La resiembra en medio NSA dio lugar a creci-
miento de colonias fenol-oxidasa positivas de color pardo claro y pardo
oscuro, correspondientes a fenotipos distintos en cuanto a la produccién
de melanina. Del crecimiento obtenido se identificaron 10 colonias, de
las cuales 6 pertenecian a C. neoformans serotipo A canavanina-glicina
azul de bromotimol (CGB) negativo; las 4 colonias restantes correspon-
dian a C. neoformans serotipo B CGB positivo. Comentarios. Setrata
del primer caso descrito de meningoencefalitis criptocécica mortal pro-
ducida por dos serotipos del hongo en una nifia VVIH-negativa, originaria
de Para. En este estado, al igual que en Amazonas y Piaui, se han diag-
nosticado cuadros clinicos de criptococosis en nifios no relacionadas con
SIDA. En Roraimay en Piaui ya ha sido descrita la colonizacion de
arboles tropicales por los serotipos A y B, pudiendo representar fuentes
ambientales de infeccidn para el hombre. Hasta e momento actual no se
han realizado estudios de esta naturaleza en Para. Llamamos la atencion,
dada su gravedad, acerca de la necesidad del diagnéstico precoz de la
criptococosis como causa de neumoniay meningitis en la Amazoniay en
laregion “Meio-Norte” de Brasil, areas con caracteristicas propias y de
eco-epidemiologia distinta a la descrita para la criptococosis en otras
regiones del mundo.

Tipificacién molecular de hongos aislados de muestras

clinicasy su relacién con el ambiente hospitalario

C. Duréani, M.E. Garcia!, M. Cruzado?, M. Andrino?, T. Peléaez?,
P.Mufioz?, E. Bouz&, J.L. Blanco*

Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Avda.
Puerta de Hierro, s/n, 28040 Madrid y ?Servicio de Microbiologia y
Enfermedades Infecciosas, Hospital General Universitario Gregorio
Marafién, 28007 Madrid

Largpidaidentificacion de patdgenos en muestras clinicas es esencial

para el posterior tratamiento de lainfeccion fungica. Aunque existen
métodos de diagndstico de hongos préacticamente inmediato como la
deteccién de ADN por PCR a tiempo real, es necesaria una técnica que
permita diferenciar las cepas presentes en los pacientes de las ambienta-
les cuando se sospecha de unainfeccién nosocomial. El objetivo en estos
casos es la tipificacion genotipica de las cepas aisladas; paraello el

método mas absoluto es la secuenciacion pero se necesita un método
répido de identificacion de cepas que permita estudiar las posibles corre-
laciones entre los aislados de las muestras clinicas y |os aislados ambien-
tales,

L a técnica empleada en nuestro laboratorio es |la amplificacién al azar
del material genético por medio de RAPDs (Random Amplified
Polymorphisms DNA markers) utilizando distintos cebadores. Los
RAPDs se realizaron con cuatro cebadores distintos: NS3 (5° GCA-
AGTCTGGTGCCAG 3', C5 (5" AACGCGCAAC 3') y R108 (5’

GTATTGCCCT 3') paralas cepas de Aspergillus fumigatus. En el caso
delalevadura Trichosporon beigelii se ahadio otro cebador al estudio, €l

llamado OPA13 (5 CAGCACCCA 3).

Después de comparar los patrones de amplificacion obtenidos se eligie-
ron para latipificacion de cepas de A. fumigatus |los cebadores C5 y
R108. Los resultados fueron reproducibles y en ambos casos se obtuvie-
ron diferencias en los patrones de bandas de las cepas estudiadas. Las
amplificaciones realizadas con el cebador NS3 mostraban patrones de
amplificacion idénticos para todas las cepas por 1o que este cebador se
eliminé del estudio. En el caso de T. beigelii se obtuvieron patrones de
amplificacién Utiles para la tipificacion con los cebadores R108 y
OPA13. Los resultados en las cepas de levaduracon NS3y C5 se descar-
taron porque no eran discriminatorios.

Esta metodol ogia ha sido aplicada con éxito paratipificar cepas de A.
fumigatus procedentes del ambiente y de pacientes con aspergilosisinva-
sivas. La metodologia permite comprobar por comparacion de los patro-
nes de amplificacion si la cepa infectiva es la misma que la ambiental.
En el caso de Trichosporon se ha podido diferenciar entre dos brotes
infectivos en pacientes neonatos separados temporal mente. La tipifica-
cion molecular de las cepas aisladas de ambos brotes concluyeron que
las infecciones fueron producidas por dos cepas distintas, eliminando asi
laposibilidad de la permanencia en €l ambiente de la primera cepainfec-
tiva

Este trabajo ha sido financiado por el Proyecto del Fondo de Investigacion Sanitaria del
Ministerio de Salud 00/0016-02.
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Utilidad diagnéstica de la nueva técnica Candida albi -

cans|FA IgG en la candidiasisinvasora

Maria Dolores Moragues®, Natalia Ortiz?, Pilar A. Ezkurre?, José Ramoén
Iruretagoyena’, Juan Carlos Garcia-Ruiz*, Elena Amutio*, Almudena
Rojas’, Joaquin Mendoza?, Guillermo Quindés’ y José Pontén?
Departamento de Enfermeria |I* y Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia?, Facultad de Medicina y Odontologia,
Universidad del Pais Vasco, Apartado 699, 48080 Bilbao, Vizcaya;
Unidad de Cuidados Intensivos® y Servicio de Hematologia®, Hospital de
Cruces, Plaza de Cruces s/n. 48903 Baracaldo, Vizcaya y Laboratorios
Vircell SL®, Plaza Dominguez Ortiz 1, Poligono Industrial Dos de
Octubre, Santa Fé, 18320 Granada

Introduccion: El aumento de las candidiasis invasoras en pacientes
inmunodeficientes y/o sometidos a cirugia extensa, junto con la dificul-
tad de su diagndstico clinico estan estimulando la busqueda de nuevas
herramientas que mejoren y faciliten el diagndstico temprano de estas
infecciones graves. En este estudio, hemos comparado la utilidad diag-
nostica de dos pruebas de deteccién de anticuerpos anti-micelio de
Candida albicans en pacientes con candidiasis invasora: una nueva téc-
nicarecién comercializada (Candida albicans IFA IgG, Vircell SL.)y la
técnica tradicional de deteccién por inmunofluorescenciaindirecta.
Pacientes y métodos. Se emplearon dos técnicas de inmunofluorescencia
indirecta para estudiar de forma retrospectiva un total de 172 sueros per-
tenecientes a 51 pacientes hospital arios clasificados en dos grupos:

a) El grupo | incluia 123 sueros de 32 pacientes, ingresados en la Unidad
de Cuidados Intensivos o en el Servicio de Hematologia, con candidiasis
invasora

b) El grupo I, utilizado como control, comprendia 49 sueros de 19
pacientes ingresados en |os mismos servicios pero sin evidencia de infec-
cién por Candida.

Resultados: Si empledbamos como indicador diagnéstico de candidiasis
invasora un titulo de corte para | os anticuerpos anti-micelio en suero
31:160, la prueba Candida albicans IFA IgG presenté una sensibilidad
del 84,4 % y una especificidad del 94,7 %, mientras que la técnica tradi-
cional presentd una sensibilidad del 78,1 % y una especificidad del
100%. Bajo este criterio, € 84,4% de los pacientes con candidiasis inva
sora (grupo |) presentd titulos de anticuerpos anti-micelio 3 1:160 con la
prueba Candida albicans IFA 1gG, mientras que el 78,1 % lo hicieron
con latécnica tradicional. Cuando se compararon los titulos méaximos
obtenidos por paciente, ambas técnicas presentaron una elevada correla
cién lineal (R2 = 0,9512). El valor de R? fue 0,8986 cuando se redlizé la
comparacion entre los valores obtenidos para todos | os sueros estudiados
por las dos técnicas.

Conclusion: Laprueba comercializada Candida albicans IFA 1gG ofrece
resultados comparables a los conseguidos con la prueba tradicional
empleada para la deteccion de anticuerpos anti-micelio, aunque tiene
como ventajas que permite un diagndstico més répido y sencillo de la
candidiasis invasora en los servicios hospitalarios de Microbiologia cli-
nica.

Fallo pararealizar diagnostico precoz de aspergilosis
invasora en pacientes inmunodeprimidos no neutr opé-
nicos, utilizando como método microbioldgico indirec-

to la deteccion de antigeno de galactomanano en suero
Carmen Pazosy Amalia del Palacio

Servicio de Microbiologia, Seccion de Micologia, Hospital 12 de
Octubre, Madrid. E-mail: pazos.c@terra.es

OBJETIVO: Exponer que la deteccion de antigeno de galactomanano
en suero como metodo de diagndstico indirecto de Aspergilosis Invasora
(Al), presenta fallos de sensibilidad y precocidad, en aquellas poblacio-
nes inmunosuprimidas no neutropénicas, que impide realizar un diagnds-
tico precoz de dicha enfermedad y de ello se deriva la falta de
instauracion de terapia anticipada antifingica que aumentaria la supervi-
venciadel paciente.

Partimos del conocimiento de que pacientes con enfermedad hematol 6gi-
ca de base junto a neutropenia intensa y mantenida en el tiempo, repre-
senta el grupo poblacional de mayor riesgo parael desarrollo de Al, y en
donde parece de utilidad, por |os numerosos estudios realizados y publi-
cados, la deteccion de galactomanano en suero como herramienta de
diagndstico precoz de dichainfeccion flngicainvasiva

MATERIAL Y METODOS: Revisamos las historias clinicas de dos
pacientes pertenecientes a poblaciones diferentes a la hematol 6gica neu-
tropénica paravalorar |os diferentes factores de riesgo e intentar alcanzar
un diagnostico precoz de Al utilizando diferentes procedimientos micro-
biolégicos tradicionales (vision directay cultivo), examen histopatol 6gi-
co de los tejidos implicados, técnicas radiol 6gicas (Rx, TC), signosy
sintomas clinicos, sin olvidarnos de | as Ultimas novedades de diagnéstico
microbiolégico répido mediante la determinacion de la respuesta de los
antigenos fungicos (deteccion de galactomanano de la pared fungica gra-
cias aun ELISA de doble sandwich [Platelia Aspergillus, Bio-Rad] con
limites de deteccion de 1 ng/ml de suero).




RESULTADOS:

- Paciente n° 1: varén de 41 afios de edad que presenta como factor de
riesgo ser VIH positivo en estadio C3, pero refiere realizar de forma
correcta tratamiento antirretroviral y no presenta analiticamente datos
de enfermedad avanzada (405 linfocitos CD4 y cargaviral indetectable).
En ingreso previo hatenido episodio de fiebre de origen desconocido,
con cultivo de esputo en donde se aisla Aspergillus fumigatus y radiolo-
gia compatible con neumotérax loculado y engrosamiento pleural
izquierdo, motivo por el cual se pauta de forma ambulatoria antibi6ticos
de amplio espectro, corticoides e itraconazol en espera de biopsia pul-
monar.

Actualmente refiere clinica de fiebre, tos, hemoptisis y disnea.
Radiol 6gi camente se observa lesion tabicada y nivel hidroagreo en LS,
por lo que se coloca tubo de drengje y el liquido pleural herrumbroso que
se extrae se envia a microbiologia, donde se aisla Aspergillus fumigatus
y en donde el galactomanano es positivo (2.564 ng/ml). Asimismo se
extrae suero a paciente y en dicha muestra el galactomanano permanece
invariablemente negativo (<1.5 ng/ml) incluso cuando diluimos los sue-
ros pensando que el exceso de anticuerpos antigalactomanano podria
derivar en resultados fal sos negativos por la formacién de complejos
inmunes.

Por dicho motivo realizamos la determinacion de anticuerpos especificos
anti- Aspergillus mediante inmunoprecipitacion utilizando antigeno
metabdlico y somético liofilizado de Aspergillus fumigatus (Bio-Rad),
obteniéndose valores el evados de precipitinas en suero.

-Paciente n® 2: mujer de 55 afios de edad que presenta como factores de
riesgo, el ser receptora de trasplante de rifion-pancreas hace 8 meses.
Asimismo mantiene tratamiento inmunosupresor selectivo con tacroli-
mus, micofenolato mofetilo, asi como prednisona (15 mg/dia).

Ingresa por deterioro de lafuncion renal, en el contexto de rechazo
agudo de injerto renal, tratado con choques de metilprednisolona con
control parcial. Posteriormente desarrolla uropatia obstructiva que obliga
anefrostomiay catéter intero-externo sin resultados. Comienza con
dolor en Fll, se realiza biopsia renal donde se objetiva rechazo intersti-
cia que conlleva a nefrectomia del injerto renal y colocacién de catéter
yugular izquierdo para hemodidlisis. Se extraen suerosy €l galactomana-
no permanece negativo.

Reaparece el dolor en hipocondrio izquierdo y en e TAC abdominal se
observa liquido libre, con aumento de densidad del tgjido subcuténeo y
burbujas.

Se afiade tos, disneay febricula, con radiologia de térax normal. Se
pauta tratamiento antibio6tico de amplio espectro y oxigenoterapia.
Aumenta la insuficiencia respiratoria e ingresa en UCI para intubacion
orotraqueal. En radiologia de térax se aprecia atelectasiadel LSD y se
realiza fibrobroncoscopia para resolverla, tomandose cultivo y biopsia
ante |las lesiones sugerentes de Aspergillus spp. e iniciandose tratamiento
antifiingico. Se vuelve a determinar los niveles de galactomanano en
suero y se obtienen indices de densidad dptica de 5.122 ng/ml que en
dias posteriores ascienden hasta 9.0 ng/ml.

CONCLUSIONES: Resaltamos que en pacientes inmunosuprimidos no
neutropénicos, como pueden ser 1os que agui exponemos (SIDA vy tras-
plantado de érgano sélido), |a deteccion de galactomanano en suero
como método de diagndstico precoz, no es una herramienta que resulte
eficaz, tal como ocurre en pacientes con neoplasias hematol 6gicas de
base o trasplantados de médula 6sea, donde numerosos estudios prospec-
tivos avalan su utilidad tanto parainiciar terapia anticipada como para
monitorizar tratamiento antifuingico.

En nuestro primer paciente los niveles de galactomanano pueden estar
elevados en €l lugar de lainfeccion (localizada en el pulmén) pero no en
suero, debido a que el antigeno no es filtrado a los fluidos corporales.
Podria deberse al menor grado de angioinvasion de estos pacientes en
relacion con los neutropénicos 'y a hecho de estar encapsulado €l proce-
S0 infeccioso.

Por ello, en pacientes con alta sospecha de Al, ademas de proceder a
determinar la antigenemia de galactomanano en suero, deberiamos reali-
zar conjuntamente la medicion de anticuerpos anti-Aspergillus, ya que
esto explicariala baja sensibilidad del test en pacientes no neutropénicos
y en algunos enfermos oncol égi cos no intensamente inmunodeprimidos.
Otras veces el galactomanano se positiviza, pero o hace de forma tardia,
como en el caso de nuestra segunda paciente, no anticipandose ni ala
sintomatologia clinica, ni alaradiologia ni a tratamiento antifungico
administrado, con lo cual |aterapia anticipada que permitiria aumentar la
supervivencia de estos enfermos no llega ainstaurarse.

Tan s6lo hemos expuesto nuestra experiencia con dos pacientes inmuno-
suprimidos no neutropénicos, sabiendo que nuestras conclusiones estén
muy limitadas, y que mas estudios serian necesarios realizar en esta
poblacién no hematol égica.
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Platelia-Asper gillus®: experiencia en pacientes hema-
toldgicos en el Hospital dela Vall d’Hebron

E. Soriano?, V. Rodriguezt, I. Ruiz?, T. Olivé, G Prats.

Servicios de Microbiologia?, Enfermedades I nfecciosas? y Hematol ogia®,
Hospitals Vall d’ Hebron, Barcelona

Introduccion La aspergilosisinvasiva (Al) actualmente sigue siendo
una enfermedad con una alta prevalencia entre pacientes inmunodeprimi-
dos, tales como onco-hematoldgicos y trasplantados, entre los que existe
una tasa de mortalidad por esta enfermedad cercana al 100%.Asi, el
diagnostico temprano de la Al se hace imperativo para aumentar la espe-
ranza de vida de estos pacientes. Hasta hace unos afios el diagnostico se
hacia teniendo en cuenta sintomas clinicos, radiolégicosy criterios
microbiol 6gicos, pero ahora se cuenta con técnicas inmunol 6gicas basa
das en la deteccidn de antigeno. Entre ellas la deteccion de galactomana-
no, un exoantigeno polisacarido que producen Aspergillus spp detectable
en suero y orina cuya investigacion estd estandarizada y comercializada
por BIO-RAD en su kit Platelia-Aspergillus®. Tedricamente éste permi-
te la deteccién de galactomanano en las primeras fases de la infeccion y
antes de la aparicion de sintomas clinicos.

Objetivo: Realizar un seguimiento de un grupo de pacientes hematol 6gi-
cos pertenecientes ala Unidad de Hematologia del hospital delaVall
d"Hebrén utilizando este kit diagndstico para evaluar su eficacia
Material y métodos Hasta la fecha (30 Mayo 2003) se han sometido a
test los sueros de un total de 43 pacientes, de los cuales se han seleccio-
nado 20 para esta evaluacion preliminar: 4 pediétricos, 9 hombresy 7
mujeres que fueron agrupados siguiendo el consenso internaciona de las
infecciones fungicas invasivas en las categorias de: probada, probable y
posible. Se estudiaron 132 sueros, recogidos dos veces por semana,
segun instrucciones del fabricante.

Resultados y comentarios: La especificidad de la prueba fue del
93,33% y la sensibilidad del 78,96 %. Cinco pacientes del total mostra-
ron sueros con indices positivos, que ademés fueron reproducibles (11 de
14 sueros) lo que sitdia la tasa de reproducibilidad en €l 78,6 %. De estos
5 pacientes que resultaron ser definitivamente positivos, sélo uno de
ellos estaba afecto realmente por Al. Este tuvo cuatro muestras positivas
con indices elevados, aislandose Aspergillus en esputo y mostrando
lesiones pulmonares e infiltrado subpleural. El diagnéstico clinico fue
realizado cuatro dias antes de que el paciente mostrara antigenemia posi-
tiva. Actualmente se encuentra estable y en tratamiento ambulatorio. De
los restantes, uno fue diagnosticado de |eishmaniasis visceral (tuvo 3
sueros positivos evaluados y consecutivos, con indices superiores a 2);
otro resultd estar infectado por un hongo distinto a Aspergillusy los tres
restantes corresponden a pacientes pediétricos. Existen referencias en la
bibliografia que explican la positividad de los nifios, ya que se sabe que
el galactomanano presente en alimentos tales como laleche, el arrozy en
suplementos proteinicos pasa a la sangre a través de la mucosa intestinal .
No esta descrita una posible reaccién cruzada con Leishmania donovani
complex.

Tres pacientes adicionales mostraron indices entre 1 y 1,5, habiéndose de
considerar como dudosos; dos de estos pacientes eran nifiosy el tercero
estaba afecto de candidiasis sistémica por Candida parapsilopsis.

Determinaciéon de ADN de Aspergillus en el suero de

ovej as afectadas de mastitis aspergilar

José L. Blanco, Consuelo Duran, Mar Cruzado, Marta Andrino, Marta E.
Garcia

Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense, 28040 Madrid

Los métodos actuales de diagndstico de aspergilosis no han demostrado
ser lo suficientemente sensibles y especificos como para permitir un
diagndstico temprano y eficaz de la enfermedad, o que hace que sigala
blsqueda de una metodol ogia 6ptima de diagndstico.

En el presente trabajo tuvimos ocasion de estudiar 20 sueros procedentes
de animales diagnosticados clinica, microbiolégica y/o histopatol 6gica
mente de padecer mastitis aspergilar ovina, un proceso de aparicién
esporédica, del que se han descrito distintos brotes en nuestro pais en los
Ultimos afios. Sobre este suero aplicamos la técnica nested PCR, siendo
comparados los resultados con la determinacién de galactomanano
mediante €l test comercial PLATELIA, y la determinacion de inmuno-
globulinas 1gG anti-Aspergillus mediante un ELISA indirecto.
Recordemos que esta Ultima técnica, desarrollada en nuestro laboratorio,
sealha mostrado (til para el diagnéstico de este tipo de procesos en ani-
males.

Latotalidad de los 20 sueros resultaron positivos por la técnica ELISA,
16 (80%) fueron positivos por PCR, y 11 (55%), incluyendo como tales
los dudosos, fueron positivos por PLATELIA.

En cuanto a los sueros control, todos ellos resultaron negativos en las
técnicas ELISA y PCR, mientras que por PLATELIA uno resultd positi-
voy otro dudoso, con unos indices de 1.605 y 1.062 respectivamente.

En nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se aplica unatécnica
PCR d diagndstico de aspergilosis en animales domésticos, o que acre-
cienta laimportanciadel presente trabgjo, al tratarse de animales infecta-
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dos de forma natural, y por tanto, cuyas posibles aplicaciones futuras a
diagnostico de la aspergilosis invasora humana deberan ser tratadas.
Consideramos nuestros resultados como muy prometedores de cara a su
posible aplicacién en medicina humana, donde una metodol ogia de diag-
néstico sensible, especificay temprana resulta cada dia més esencial.

Este trabajo ha sido financiado por el Proyecto del Fondo de Investigacion Sanitaria del
Ministerio de Sanidad 00/0016-02.

Nuestro agradecimiento al Laboratorio de Diagndstico de Mastitis Ovina y Caprina del
Departamento de Patologia Animal | de la Facultad de Veterinaria de la UCM por pro-
porcionarnos los sueros con los que efectuamos el presente estudio.

Diagnostico molecular de una endoftalmitis y quer ati-

tisproducida por Alternaria infectoria

Consuelo Ferrert, Javier Monterot, Jorge L. Alié*?, José L. Abad!, José
M. Ruiz-Moreno'? y Francisca Colom?

Ynstituto Oftalmolagico de Alicante y 2Universidad Miguel Hernandez,
Alicante

Se presenta e primer caso de endoftalmitis y queratitis producida por la
especie Alternaria infectoria. El diagnéstico micol6gico se establecio
mediante métodos moleculares y se confirmé mediante cultivo. La rapi-
dez en la obtencion de resultados basados en biologia molecular, supuso
laresolucion del proceso sin secuelas.

Descripcion del caso: Varédn de 65 afos que presenta perforacion de
cornea por traumatismo con una rama de limonero. En primer lugar es
atendido en su hospital local donde, tras realizarle una facoemulsifica-
ciony suturarle el 0jo, seleinstaura un tratamiento empirico con esteroi -
des y antibidticos de amplio espectro. Tras dos meses de tratamiento y
dada la mala evolucion del proceso, € paciente acude a nuestro centro
para una segunda opinion. Presenta tanto afeccion corneal (queratitis)
como invasion del globo ocular (endoftalmitis).

Diagnéstico micol6gico: Se obtuvieron muestras de raspado corneal
para diagnostico microbiol égico que fueron procesadas tanto por cultivo
tradicional como por Biologia molecular (PCR y DNA-typing). Cinco
horas después de |a toma de muestras el resultado de la amplificacion
por PCR dio positivo parala deteccion de DNA fungico e inmedia-
tamente se instaurd tratamiento con anfotericina B topicay fluconazol
oral. Debido al avanzado grado de invasion del proceso infeccioso, se
decidio6 aplicar una terapia de choque administrando también anfoterici-
na B intravitrea e intravenosa. El resultado del tipado molecular revel6
Alternaria infectoria como el agente causal, dato que fue confirmado dos
semanas después mediante cultivo e identificacion por métodos tradicio-
nales. Tras la aplicacion tépicay sistémica de terapia antifingica, el cua-
dro comenzé aremitir, desapareciendo lainflamacion y mejorando la
agudezavisual.

Conclusion: Revisada la bibliografia, no se encontré ninguna referencia
a infecciones oculares por esta especie. Si bien es cierto que el género
Alternaria se ha encontrado en numerosas ocasiones como agente causal
de queratitis traumdticas, la mayoria de las aportaciones no llegan a la
identificacion a nivel de especie o encuentran A. alternata como agente
causal. Los métodos de diagnostico molecular son una herramienta de
extraordinaria utilidad para la deteccion e identificacién de agentes
implicados en infecciones fangicas oculares, ya que permiten instaurar
répidamente una terapia adecuada evitando |as graves consecuencias que
estos procesos tienen sobre la funcidn y estructura del globo ocular.

Estudio de sensibilidad in vitro de Candida spp. a vori-
conazol por dos métodos de difusién en agar

M. Ramirez, MC. Serrano, E. Cantén, R. Claro, A. Valverde, C. Castro,
A. Romero, E. Martin-Mazuelos

OBJETIVO: El propésito de nuestro estudio fue evaluar el método de
difusion en disco para determinar la sensibilidad de Candida spp. a
Voriconazol (V) y compararlo con el E-test.

MATERIAL Y METODOS: Hemos estudiado 213 cepas de Candida
spp. (C.albicans 178, C.glabrata 26, C.tropicalis 9) aisladas de diferen-
tes muestras clinicas. 198 cepas mostraron valores de CM| <2 ng/ml por
el método de referencia (NCCLS M27A2) y 15 cepas mostraron valores
deCMI 3 2 mg/ml aV. El estudio de sensibilidad fue realizado mediante
el método de difusion en agar, empleando discos de 1ng de V (Beckton
Dickinson) en RPMI 1640 agar suplementado con un 2% de glucosa
(RPG), siguiendo las normas del NCCLS (M44 P). El E-test fue realiza
do siguiendo las normas de la casa comercial. Ambos métodos fueron
leidos en el punto donde se observaba una inhibicion prominente del cre-
cimiento después de 24 h de incubacion a 35 °C.

RESULTADOS: A las 24 h el E-test no fue capaz de detectar ninguna
de las cepas con CMI 32 ng/ml aV. Cuando comparamos estos resulta
dos con los halos de inhibicion leidos a 24 h observamos que todas ellas
excepto una, mostraron halos > 14mm asi como & 97.5% de las cepas
con CMI <2 ng/ml V.
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A las 48 h el E-test detecto 12 delas 15 cepas con CMI 32 ng/ml aV. 11
cepas con CMI <2 mg/ml a V(5.5%), mostraron sin embargo CM1 eleva
das por E-test alas 48 h. Asi mismo, €l disco- placa alas 48 h mostro
halos de inhibicién <14mm en el 86.6% de las cepas con CMI 3 2 ng/ml
aV(13/15)

CONCLUSIONES: 1) Ambos métodos de difusion, E-test y disco-
placa, son sencillos, reproducibles y consumen menos tiempo que el
método de referencia, por tanto son una aternativa para la mayoria de
los laboratorios clinicos. 2) Paralas cepas con CMI <2 ng/ml aV lalec-
tura tanto del E-test como del disco-placa puede realizarse alas 24 h,
siendo pocas las cepas cuya CMI se madifica alas 48 h. 3) Ambos méto-
dos fallan en la deteccion de cepas con CMI 32 ng/ml aV alas 24 h,
haciéndose esta patente a las 48 h. 4) Tanto las cepas con CMI altas por
E-test, como aguellas con halos de inhibicién <14mm a las 48h, deben
ser interpretadas con cautela, y se recomienda hacer la CM|I en estos
caso por € método de referencia. 5) Las especies de C. albicans mues-
tran una mayor dispersién en los datos debido aladificultad en lalectura
motivada por el efecto trailing. 6) Son necesarios mas estudios con cepas
que presenten valores altos de CMI para V.

Estudio de la sensibilidad de der matofitos por € méto-

do de difusion en placa versus microdilucién

C. Castro, M.C. Serrano, R. Claro, M. Ramirez, S. Bernal, A. Berenguer,
J. Pemén*, E. Martin Mazuel os

*Servicio de Microbiologia H.U. de la Fé, Valencia y Servicio de
Microbiologia H.U.Valme, Sevilla

OBJETIVO: Comparar lasensibilidad de diferentes especies de dermato-
fitos a fluconazol (F), itraconazol (1), voriconazol (V) y terbinafina (T)
por el método de difusion en placa (D-P) y e método de referencia de
microdilucion (MD) (NCCLS, M38A).

MATERIAL Y METODOS: Hemos estudiado un total de 46 cepas de
dermatofitos (30 T. mentagrophytes, 8 T. rubrumy 8 M. gypseum) aisla-
das de muestras clinicas. La CMI fue determinada siguiendo el docu-
mento de referencia NCCLS M38A. El rango de concentraciones
ensayadas fue 0.13 a 64 (mg/l) para F y 0.003 a16 (mg/l) paral,Vy T.
El in6culo inicial se realiz6 a partir de cultivos puros, en placas de agar
patata dextrosa (APD), incubadas durante 7 dias a 35 °C. Este se realizd
cubriendo las colonias con Tween® 80 y arrastrando la colonia con un
asa estéril para obtener una suspension con turbidez equivalente a
0.5 McFarland. Los discos y tabletas utilizadas para el método de difu-
sién en placason V, 1ng (disco de Becton Dickinson®) el, Fy T 10, 15
y 1 ng respectivamente (tabletas de Neo-Sensitabs®, Rosco, Denmark).
Las cepas control utilizadas han sido: C. parapsilopsis ATCC 22019 y
C. krusei ATCC 6258.

RESULTADOS:

MIC (mg/l)
FLUCONAZOL  Halo
(mm) £8 16 32 64

T. mentagrophytes (30) £18 1 1 1
>18 11 2 1 1

T. rubrum(8) £18 1
>18 4 2 1

M. gypseum (8) £18 1
>18 2 1 4

L as distintas especies estudiadas presentaron halos de inhibicion y CMlIs
para €l resto de los antifiingicos estudiados : 330 mmy £1 mg/l; 3 40mm
y £2mg/l y 260mmy £0.03 mg/l paral,Vy T.

CONCLUSIONES: 1) De todos los antifungicos estudiados €l F fue €
menos activo y el que presenté menor correlacion entre |os métodos
estudiados, siendo esta correlacion menor para M. gypseum seguida de
T. mentagrophytes. 2) Para otros antifiingicos la correlacion fue excelen-
te. 3) Mas estudios son necesarios incluyendo cepas con altos valores de
CMls.



[E ]

Actividad antifingica de voriconazol frente a hongos
dermatofitos, y Scopulariopsis brevicaulis determinada

por el método de difusion en agar NeoSensitabs

A.J. Carrillo-Mufioz!, D.C. Céardenes?, B. Carrillo-Orivet, V. Rodriguez?,
O. ddl vale?, J. Casds’, G. Quindés'

Dep. Microbiologia, ACIA, S. Microbiologia; 2Hospital Vall d’Hebron,
Barcelona; *Rosco Diagnostica, Taastrup, Dinamarca y “D.
Microbiologia, Universidad del Pais Vasco, Bilbao. *acarrillo@ya.com

Se ha estudiado la sensibilidad de 247 hongos dermatofitos y

Scopulariopsis brevicaulis a voriconazol, itraconazol y fluconazol,

mediante una técnica de difusién en agar (NeoSensitabs, Rosco,

Dinamarca). Los hongos fueron obtenidos a partir de pacientes diferen-

tes, durante el primer trimestre de 2003 e identificados por medios bio-

quimicos y morfolégicos habituales. Para la obtencion de las

suspensiones de indculo, se utilizaron cultivos puros obtenidos de 7-14

dias en medio solido de patata dextrosa (Biolife™ Italiana, Miléan, Italia)

a 28 °C. Los elementos fungicos que sirvieron de inéculo se obtuvieron

por arrastre de la superficie, con 10 ml de suero fisiologico (0,85% de
NaCl) y Tween® (Disco®, Detroit, USA). La suspension de conidios y

fragmentos de hifas fue homogenei zada con un agitador de tubos durante

15sy se gjusto la turbidez del sobrenadante con suero fisiolégico hasta
un Standard 0,5 de la escala de McFarland correspondiente a una trans-

mitancia de 68-70% medida 530nm de longitud de onda. Tras agitar 10s
tubos con las suspensiones se inund6 la superficie del agar. Se permitié

un tiempo de contacto de 15 minutos y se retiré el contenido liquido

sobrante. Se depositaron las tabletas de antifingico y se incubaron a
28 °C durante un minimo de 2 dias antes de realizar la lectura de los
halos de inhibicién. El criterio seguido para la lectura fue €l establecido

paralevaduras.

L os resultados obtenidos (Tabla) indican que el 87,4% de |os hongos
ensayados eran sensibles a voriconazol mientras que 78,1% lo eran a
itraconazol y el 43,3% a fluconazol. El mayor porcentaje de resistencia
se obtuvo para voriconazol y Unicamente entre 18 aislamientosde S. bre -
vicaulis. Entre los hongos dermatofitos no se comprobo resistencia a
voriconazol y entre las especies de mayor sensibilidad a voriconazol des-

taca Epidermophyton floccosum y Microsporum canis y de forma com-

parativa T. rubrum.

A pesar de que €l tratamiento de las dermatofitosis no es unaindicacion

prioritaria en €l caso de voriconazol, |os resultados obtenidos son exce-

lentes en comparaciédn con itraconazol y fluconazol frente a hongos der-

matofitos. Ambos antifingicos han sido utilizados en el tratamiento de
este tipo de infecciones, por lo que voriconazol podria ser una alternativa
util. Por otro lado, NeoSensitabs, se es una técnica Gtil también en el

estudio de la sensibilidad a los antifngicos en hongos dermatofitos y

Sbrevicaulis.

Tabla. Distribucion de la sensibilidad entre 247 aislamientos de hongos
dermatofitosy Scopulariopsis brevicaulis.

VORICONAZOL ITRACONAZOL FLUCONAZOL

S sDD R S SsDD R S SDD R

E. floccosum (18) 18 - 18 - 18 - -
T. rubrum (84) 80 4 74 - 10 42 6 36
T. mentagrophytes (42) 34 7 29 1 11 8 5 28
M. canis (34) 34 - 29 1 4 20 3 11
T.interdigitale (13) 12 1 9 - 4 2 5 6
T. violaceum (9) 9 - 8 - 1 5 - 4
M. gypseum (6) 5 1 6 - - - 6
T. soudanense (6) 6 - 6 - 5 - 1
T. tonsurans (5) 5 4 1 1 1 3
T. schoenleinii (4) 4 - 4 - 4 -
M. auoduinii (4) 4 - - 3 1 1 3
M. racemosum (1) 1 - - 1 - 1
T. equinacei (1) 1 1 - 1 -
T. terrestre (1) 1 - 1 - 1

2 2 16 19

S brevicaulis (20) - 18 2 - 1
Global 874% 53% 7,3% 781% 16% 202% 433% 8,5%48,2%
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I nteracciones in vitro de antiflingicos clasicos y nuevos

frentea Fusarium

Montserrat Ortoneda?, Javier Capill&, F. Javier Pastor!, Isabel Pujol? y
Josep Guarro

*Unitat de Microbiologia, Facultat de Medicina, 2Laboratori de
Microbiologia, Hospital Universitari de Sant Joan de Reus, Universitat
Rovirai Virgili, Reus, Espafia

Hemos estudiado la actividad in vitro de seis antifingicos en combina-
ciones de dos frente a 5 cepas de Fusarium solani, 3 cepas de Fusarium
verticillioides y 3 cepas de Fusarium oxysporum utilizando un método
de microdilucion. Fueron evaluadas las interacciones de anfotericina B
(AMB) con terbinafina (TBF), itraconazol, voriconazol, albaconazol, y
ravuconazol, y las interacciones de la TBF con los mismos azoles utili-
zando el indice de concentracién fracciona inhibitoria (FICI). En gene-
ral los seis antiflingicos mostraron escasa actividad cuando fueron
ensayados por separado. En cuanto alas combinaciones, 44 de los 99
ensayos resultaron sinérgicos (FICI <1), mientras que 40 fueron aditivos
(FICI = 1), 3 subaditivos (FICI >1, <2) y 14 indiferentes (FICI = 2). Las
combinaciones de AMB con cualquiera de los agentes antifungicos pro-
dujo, en general, un bajo nimero de interacciones sinérgicas. El porcen-
taje més elevado de interacciones sinérgicas (87,5%) fue parala TBF
combinada con cualquiera de los azoles frente a F. verticillioides y F.

oxysporum.

Tabla. Distribucién de las combinaciones de dos antifungicos que resul-
taron sinérgicas.

Especie (nim. cepas) AMB TBF

ITZ VCZ ACZ RVZ TBF ITZ VCZ ABZ RVZ

F. solani (5) 3 0 0 2 1 0 2 0 3
F. verticillioides(3) 0 1 0 3 0 2 3 3 3
F. oxysporum (3) 0 2 0 1 2 2 3 2 3

Actividad in vitro delo nuevos agentes antifungicos

frente a Chaetonium

Carolina Serena, Montserrat Ortoneda, Javier Capilla, F. Javier Pastor,
Josep Guarro

Unidad de Microbiologia, Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud,
Universitat Rovirai Virgili, Reus, Espafia

Chaetomium es un agente etiol6gico inusual de infecciones humanas.
Este ascomiceto produce, sin embargo, una tasa de mortalidad considera-
blemente alta en pacientes inmunodeprimidos. Se ha investigado la acti-
vidad invitro de ravuconazol, voriconazol, albaconazol, micafungina y
anfotericina B frente a 19 cepas pertenecientes a tres especies de
Chaetomium (C. globosum, C. atrobruneum, C. nigricolor) y una cepa
de Achaetomium strumarium. Se ha utilizado el método de microdilucion
de referencia para hongos filamentosos recomendado por laNCCLS
(documento M38-A) con algunas modificaciones. La micafungina no
mostré ninguna actividad frente a las cepas ensayadas, mientras que los
tres triazoles mostraron CM| 'y CME muy bajas, siendo sus medias geo-
métricas inferiores a 0.4 y 0.3 ng/ml, respectivamente.

Tabla. CMI, CME y CML de los cinco agentes antifungicos ensayados.

Agentes CMI (mg/ml) CME (ng/ml) CML (ng/ml)
antifngicos Rango Media Rango  Media Media
geométrica geométrica  geométrica
AnfotericinaB 0.5-8 2.75 0.5-8 275 293
Micafungina 64 64 0.5-64 9.2 -
Voriconazol 0.12-0.5 0.35 0.06-05 028 32
Albaconazol 0.06-1 0.25 0.06-0.5 0.18 30.8
Ravuconazol 0.06-1 0.24 0.03-05 011 32




