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MICOSIS OPORTUNISTA: Definicion.

Afeccion producida por hongos que se comportan como
saprofitos o comensales del hombre, formando parte de su
flora normal de piel, mucosas, tracto respiratorio o digestivo, o

bien por aquellos que integran iaicrobiota ambiental (suelo,
alre y agua).

Estos hongos ante determinadas oportunidades que les ofrece

el hospedero, pueden COLONIZAR, INFECTAR Y PRODUCIR
ENFERMEDAD.



Esta definicion lleva implicito tres conceptos:

1 ¢ Los hongos productores de micosis oportunistas, tienen una amplia
distribucion en la naturaleza y muchas veces pueden ser aislados en
muestras de personas sanas .

2 ¢ Su aislamiento per se no implica diagnostico seguro de enfermedad.

3 - Es la disminucion de las defensas del huésped, que se transforma
practicamente en un medio de cultivo y no el aumento de virulencia del
microorganismo, lo que constituye la causa principal que determina la
aparicion de la enfermedad .



Criterios para el diagnostico de esta enfermedad

1 ¢ Hallazgos repetidos del mismo hongo, en los examenes
directosde los materiales obtenidos de las lesiones con maxima

asepsia.
2 ¢ Confirmacion reiterada de su presencia en los cultivos.

3 ¢ Reconocimiento de factores predisponentes que facliliten la
agresion del honge.

4 ¢ Cuadro clinico compatible con el diagnostico presentado.



Diagnostico de micosis invasoras




Caracteristicas de las Micosis Invasoras.

1 ¢ Son de dificil diagndstico.
2 ¢ El diagndstico temprano disminuye la mortalidad.

3 ¢ El tratamiento empirico es habitual, y se debera basar en los
antecedentes epidemiologicos del paciente y del medio hospitalario.

4 ¢ Los tratamientos son dificiles, muchas veces prolongados y la respue
es lentax-

5 ¢ Estas afecciones estan relacionadas con una alta mortalidad.
6 ¢ Pueden requerir profilaxigntifungicas
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FACTORPREDISPONENTE ALTERACIONFACTORES

PREDISPONENTES

Catéter,Sonda, Quemados, Trauma Barrera CutaneaMucosa
DBT, Acidosi$jutricion parenteralQuelantesde hierro Metabdlicas

Uso de Antibioticosle amplio espectro Biota

SIDA, Quimioterapia Inmunidad Celular.

Quimioterapia, Corticoides, Alteracion granulomatosa cron Neutrofilos
Enfermedadesncohematologicas

EPOC, TBC, FIBROQUISTOSIS, Protesis Anatomicas
Hipersensibilidad Celular 1| y 1l Atopia
EdadAlcohol Otros



CANDIDIASIS INVASOI




Factores de Virulencia del Gén@andida

- Capacidad de adhesion a diferentes epitelios

- Liberacion de enzimas liticas

- Transformacion de formaslevaduriformes amiceliales o pseudomiceliales

- Traslocacion intestinal (en adultos) y cutanea enneonatos.

- Liberacion de inhibidores de la respuestanmune.



Principales grupos y/o factores predisponente:
de Candidiasis invasiva

- Neutropenia (> 7 dias)

- Patologias hematologicas

- Tumor solido

- Ptesen T.l. postz quirdrgicos

- Cateterizacion intravenosa prolongada
- DBT mellitus

- Nutricion parenteral.

- Quemados.

- Neonatos.

- ATB o corticoides

- Fisiolégicas: Embarazo, vejez, etc.



EPIDEMIOLOGIA

Aita causa de infeccidén nosocomial
MMortalidad 25-38%

Candidaalbicans
x Mas frecuente (70%)
X Tracto gastrointestinal y genital
X Infeccidon enddgena

Los aislamientos ambientales son de fuentes contaminadas @stretas
humanas o animales, como agua, suelo, aire y plantas.
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METODOS DIAGNOSTICOS

IDENTIFICACION DE
LEVADURAS

CONVENCIONAL
- Caracteristicas morfologica
 Caracteristicas fisioloégica y bioquimicas

MOLECULAR-ADN

« Analisis de secuencias y otros metodos
basados en ADN

PROTEOMICA-MALDI-TOF
« Analisis de los perfil proteicos




IDENTIFICACION CONVENCIONAL

Caracteristicas morfolégicas-Macromorfologia

Rhodotorula sp. Trichosporon sp. Cryptococcus sp.

Colonia cremosa Colonia color crema,
pigmentada de color rosa cerebriformes, Colonia mucosa o
© salmon generalmente secas. cremosa de color crema

Candida sp. y
otros géneros Geotrichum sp.

Colonia cremosa de color Colonia de color blanco,
blanco © crema seca, plana, vellosa




IDENTIFICACION DE LEVADURAS

CHROMagar candida

Formacion de tubo germinativo
Formacion de Clamidoconidias.

Prueba de ureasa.

Agar semillas de girasol.

Asimilacion y fermentacion de trehalosa
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Pruebas de fermentacion y asimilacion
de compuestos carbonados y REFERENCIA
nitrogenados




Candida spp.

Cultivo 24 - 48 h
25-28 °C
Agar Sabouraud
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IDENTIFICACION
MOLECULAR BASADA
ADN

O PCR CON PRIMERS ESPECIFICOS
J PCR-RFLP
O PCR-SECUENCIACION CON PRIMERS PANM




ldentificacidon molecular de los Hongos
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) ° Extraccion del ADN

< ° Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) con cebadores
especificos ITS1 e ITS2 para hongos.

° Secuenciacion

° Comparacion de las secuencias disponibles de base de datos de¢
dominio publico GenBank



Se generan iones simples
cargados a partir del
bombardeo con un laser
de los cristales formados
por las moléculas analito y
un exceso de moléculas
acidas (matriz) que
absorben la energia del
laser. Permite ionizar vy
vaporizar biomoléculas
grandes, no volatiles, como
proteinas enteras. Luego,
los iones son acelerados
por un campo eléctrico.
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Las moléculas se desplazan a una velocidad que depende de su masa/carga hasta
llegar al detector. Cuando la carga siempre es 1, las moléculas se desplazan
proporcional a su masa, moléeculas mas pequenas llegan antes al detector que
moléculas mas grandes.




Tener en cuenta:

 Es importante tener una buena base de datos para
comparacion de perfiles. Se obtienen mejores resultados
con base de datos in-house

 Cambios en los protocolos pueden generar cambios en
los perfiles



La filogenética es una disciplina que se ocupa de determinar las
relaciones evolutivas entre diferentes organismos o grupos de
organismos

Especie filogenética: el conjunto irreducible de organismos con un
antepasadocomun, distinguible de otros grupos semejantes

Identificacion polifasica:

Unimos informacion utilizada para diferentes conceptos de especie,
para identificar un organismo:

INFORMACION FENOTIPICA + GENOTIPICA

Ejemplo de EF: Haplotipos intra complejos de Fusarium.



Complejo de especies

es un grupo de especies estrechamente relacionadas, separadas de
modo difuso o criptico, generalmente monofilético. Suele incluir
hibridos, de dificil caracterizacion filogenética.

NO ES UNA CATEGORIA TAXONOMICA

Es, mas bien, un estado transicional en el que atan no se han podido
resolver con precisionlos criterios de identificacion necesarios para
resolver dicho grupo.



Especies cripticas: se considera que dos o mas especies diferentes
son cripticas si fueron clasificadas como una tnica especie segun el
criterio morfologico de especie, pero son especies diferentes si se
aplica otro concepto de especie mas aceptado o fundamentado.

Por ende, solo pueden ser diferenciadas usando datos no
morfologicos.

Suelen ser filogenéticamente cercanas, aunque pueden no serlo.

Un boom de especies critpticas ocurrié con el uso intensivo de
herramientas moleculares, durante los altimos 20 anos.



Complejo Candida albicans
(C. albicans / C. dubliniensis/C. africana?)

C. dubliniensis fue descripta por Sullivan et al 1995 basado en la clasificacionrealizada
por DNA fingerprinting, RAPD, PFGE y secuenciaciondel LSU del ADN ribosomal

C ™ C. dublini " Table 1
- Proposed phenotypat scheme for presumptive identificasion of Cryptic Candudo speces
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La identificacion convencional no permite distinguirlas de manera certera.

La identificacion molecular puede realizarse por RAPD, PCR-RFLP, PCR multiplexy por
secuenciacionde laregion D1/D2 del 26S o de lasregiones ITSs. C. africana es dificil
de separar aun por secuenciacion.

La identificacion por MALDI-TOF permite distinguir C. al/lbicans de C. dubliniensis pero
no puede diferenciar C. albicans de C. africana .







