Revista Argentina de Microbiologia
EVIS 1A ARGEMTIE L1 ISSN: 0325-7541
MICROBIOLOGI A ram@aam.org.ar

Asociacion Argentina de Microbiologia
Argentina

o LT £

Martinez Espinosa, Israel; Gonzalez Ibarra, Misael; Torres Guerrero, Haydee K.
Identificacion molecular de Candida lusitaniae en infeccion de tracto respiratorio inferior
Revista Argentina de Microbiologia, vol. 46, nim. 4, octubre-diciembre, 2014, pp. 307-310
Asociacion Argentina de Microbiologia
Buenos Aires, Argentina

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213032862005

Cémo citar el articulo (‘}J /.‘
Numero completo : e

P Sistema de Informacion Cientifica
Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal

Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=2130
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213032862005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=213032862005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=2130&numero=32862
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213032862005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=2130
http://www.redalyc.org

Rev Argent Microbiol. 2014;46(4):307-310

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

www.elsevier.es/ram

INFORME BREVE

Identificacidon molecular de Candida lusitaniae en infeccion
de tracto respiratorio inferior

Israel Martinez Espinosa?, Misael Gonzalez lbarra® y Haydee K. Torres Guerrero®*

3 Laboratorio de Micologia Basica, Unidad de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM, Cuauhtémoc,
México D.F., México. Laboratorio de Micologia Basica, Unidad de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM,
Dr. Balmis No.148, Col. Doctores, Del. Cuauhtémoc, México DF.

b Laboratorio de Inmunoalergologia y Micologia Médica, Divisién de Investigacion, Hospital Juarez de México OPD, SSA,
México D. F., México.

Recibido el 30 de julio de 2014; aceptado el 15 de setiembre de 2014

PALABRAS CLAVE
Candida lusitaniae;
PCR-RFLP;
Candidiasis profunda;
Infeccion de tracto
respiratorio inferior;
ITS;

ADN ribosémico

KEYWORDS

Candida lusitaniae;
PCR-RFLP;

Lower respiratory tract
infection;

ITS;

Ribosomal DNA

Resumen

Candida lusitaniae es una levadura que ha sido descrita como un patégeno nosocomial
emergente de baja frecuencia en infecciones profundas. La identificacién oportuna de
C. lusitaniae es importante porque puede desarrollar resistencia in vivo a la anfotericina
B durante la terapia. Comunicamos el aislamiento de C. lusitaniae como agente etiol6-
gico de infeccién de tracto respiratorio inferior en un paciente masculino. Los cultivos
de orina y esputo fueron negativos para bacterias y positivos para esta levadura. Los
aislamientos fueron identificados por métodos fenotipicos de rutina y confirmados por se-
cuenciacion y polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion y PCR de la region
espaciadora interna del ADN ribosémico.

© 2014 Asociacién Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos
los derechos reservados.

Molecular identification of Candida lusitaniae in lower respiratory tract infection

Abstract

Candida lusitaniae is a yeast that has emerged as a low frequency nosocomial pathogen in
deep infections. Although it usually shows in vitro susceptibility to all antifungal agents,
in vivo resistance to amphotericin B has been observed in several clinical cases. Therefore,
its early identification in the course of therapy is important. We report the isolation of C.
lusitaniae as an etiologic agent of a lower respiratory tract infection in a male patient.
Urine and sputum cultures were negative for bacteria and positive for this yeast. Isolates
were identified by routine phenotypic methods and confirmed by sequencing and restriction
fragment length polymorphism analysis of PCR internal spacer of ribosomal DNA.
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rights reserved.
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Las infecciones por levaduras del género Candida son las
micosis més frecuentes. Estas forman parte de la microbio-
ta del tracto respiratorio superior, cavidad oral, tracto diges-
tivo y piel en individuos sanos. Candida albicans es la princi-
pal especie comensal (69 % a 90 %) y, en menor frecuencia,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata®"*2. La
distribucion de las especies no albicans varia en funcién de
la poblacién y region geogréfical*. En condiciones de inmu-
nosupresion y otros procesos debilitantes, estas levaduras
pueden comportarse como patdgenos oportunistas y ocasio-
nar infecciones profundas.

En las dltimas décadas se ha comunicado el aumento de
candidosis profundas por especies no albicans, principal-
mente candidemia e infecciones respiratorias asociadas a
colonizacion de catéteres venosos centrales, ventiladores
mecanicos, uso crénico de antibidticos de amplio espectro
y larga estancia intrahospitalaria. El diagnéstico de estas es
complicado, ya que requiere el aislamiento del agente cau-
sal y el estudio histopatoldgico de biopsias de tracto respi-
ratorio, respectivamente.

A continuacion, describimos un caso de infeccion de trac-
to respiratorio inferior refractario a tratamiento antimicro-
biano, con aislamiento de C. lusitaniae a partir de esputo y
orina y respuesta a tratamiento antimicotico.

Varén de 41 afios proveniente del Estado de México,
México. Trabajo en Texas colocando asfalto durante 2011 y
refirié haber estado expuesto a solventes. Asimismo mani-
festo tener desde dos afios antes hipertension arterial, bajo
tratamiento, sin antecedentes neoplasicos, autoinmunes o
hematoldgicos. El padecimiento que motivé la consulta co-
menz6 en agosto de 2012 con tos no productiva, disnea,
dolor pleuritico, fiebre (39 °C), nduseas y pérdida impor-
tante de peso (10 kg).

Ingres6 al Hospital Juarez de México OPD, SSA, en se-
tiembre de 2012 con diagndéstico de neumonia adquirida en
la comunidad PORT | (dia 1). La radiografia de térax indicé
parénquima pulmonar con patréon macronodular radiopaco
parcheado en el 100 % del hemitérax derecho, con image-
nes macronodulares en parénquima izquierdo de predomi-
nio basal. A la exploracion se le encontré consciente, con
palidez de tegumentos, sin adenomegalias; amplexion y
amplexacion disminuidas en region basal izquierda, a la
percusion claro pulmonar, auscultacion con estertores sub-
crepitantes en region infraescapular bilateral de predomi-
nio izquierdo. El andlisis hematolégico indico elevacién de
la creatinina (Cr = 2,5 mg/dl); el nitrégeno ureico sangui-
neo (BUN = 33,8 mg/dl) y la relacion BUN/Cr (13,5) indica-
ron una lesién renal aguda AKINII.

Se inici6 tratamiento con levofloxacina 750 mg/48 h. Al
dia 2 el paciente continuaba con picos febriles (39 °C) y con
dolor pleuritico. Al dia 3, presentd leve mejoria con respec-
to a la tos, sin dificultad respiratoria, se le realizaron mi-
cronebulizaciones con solucion salina para favorecer la ex-
pectoracion. Se enviaron muestras de esputo y sangre para
la busqueda de bacterias y la realizacién de baciloscopias.
Se realizo el panel viral en busqueda de VHB, VHC y VIH; no
presentd reaccion. La citometria hematica mostré leucoci-
tosis. Presento fiebre (39 °C) el dia 3 y se cambi6 la terapia
a ceftriaxona 1 g/12 h, claritromicina 500 mg/12 h y para-
cetamol. Al dia 4 continuaban los sintomas, se mantenian la
leucocitosis y los picos febriles, y se observé erupcion ma-

culopapular generalizada y rash asociado, probablemente
por alergia a la claritromicina o el paracetamol, por lo que
se suspendieron ambos farmacos. Cultivos bacterioldgicos y
baciloscopias negativos. Al dia 5 se enviaron muestras de
esputo para la busqueda de hongos y muestras de sangre
para cultivos bacteriolégicos y baciloscopias, se mantuvo la
terapia con antibidtico. El paciente continud con picos fe-
briles (39 °C). Al dia 6, se identificaron en el esputo cimu-
los de blastoconidios gemantes de 4 a 6 um (+++). Se inici6
terapia antifungica con fluconazol 100 mg/12 h y se conti-
nuo el tratamiento antibacteriano.

A partir del esputo, se obtuvo desarrollo en agar de Sa-
bouraud (colonias cremosas de 3 a 4 mm, de color blanco, de
bordes lisos), y en CHROMagar Candida (bioMérieux) se obtu-
vieron colonias similares, pero de color rosado (fig. 1). La
asimilacion de carbohidratos se realiz6 con el sistema API
20C aux (bioMerieux) y el perfil obtenido se compar6 con
los aportados por la base de datos APlweb (https://apiweb.
biomerieux.com/), se identifico asi al microorganismo como
C. lusitaniae. Ademas, se determiné la sensibilidad a anti-
fangicos con FUNGITEST (BIORAD) y se lo clasific6 como sen-
sible a anfotericina B (CIM,, < 2 pg/ml), 5-fluorocitosina
(CIM, < 2 ug/ml), ketoconazol (CIM_, < 0,5 ug/ml), fluconazol
(CIM,, < 8 ug/ml) y con resistencia intermedia a miconazol
(CIM,, < 8 pug/ml) e itraconazol (CIM,; < 4 ug/ml), de acuerdo
a las instrucciones del kit.

Figura 1 Colonias de C. lusitaniae en CHROMagar Candida.

Ante estos resultados se continud con fluconazol 100
mg/12 h. El dia 7 se envid sangre y orina para busqueda de
hongos y se inform6 presencia de blastoconidios (+) en esta
ultima. Del dia 7 al 9 el paciente presenté mejoria en movi-
mientos de amplexién y amplexacién, sin fiebre, y el rash
cuténeo estaba en remision, con leve prurito al estimulo
tactil. El dia 9 se observo desarrollo solo en la muestra de
orina, por tanto, se envié sangre, esputo y orina para moni-
torear la infeccion. Para el dia 11 los cultivos fueron nega-
tivos y los valores hematicos eran normales; el paciente no
presenté complicaciones y se dio de alta.
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Debido a que no se han comunicado en el hospital casos
de C. lusitaniae y para descartar una posible identificacién
errénea, se realizé el analisis molecular (PCR-RFLP y se-
cuenciacion) del fragmento ITS1, ITS2 y 5.8S ADNr. Se utili-
zaron los primers universales ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G-3%) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-37).
La PCR se realizé en un volumen final de 20 ul, con 30 ng de
ADN muestra, 1 uM de cada primer, 100 uM de dNTP, 2 ul
de 10X PCR buffer, 1,5 mM de MgCl, y 2,5 U de Taq ADN po-
limerasa. El producto de amplificacion se reviso por elec-
troforesis en un gel de agarosa-bromuro de etidio al 2 %,
se hallé una banda de 382 pb (fig. 2A), que posteriormente se
incub6 con 10 U de Mspl a 37 °C. La enzima digiri6 el frag-
mento en un solo sitio y generé dos fragmentos de ADN de
118 y 264 pb (fig. 2B). La secuencia de la region ITS fue
analizada utilizando BLAST de GenBank® y se encontré un
100 % de similitud con la secuencia del mismo locus de la
cepatipo C. lusitaniae CBS 10625, n.° de acceso EU149777.1.

C. lusitaniae esta reconocida como patégeno oportunista
nosocomial y es un organismo Unico por su habilidad de desa-
rrollar rapidamente resistencia durante el tratamiento a agen-
tes antifungicos como anfotericina B y fluconazol**. A nivel
mundial se han comunicado poco més de 50 casos de infeccio-
nes profundas en pacientes con linfomas, leucemia, cancer y
en recién nacidost#813, En México, en los ultimos 10 afios solo
se ha informado un caso de candidemia por C. lusitaniae!:.

Nuestra comunicacién sugiere un caso de neumonia por
C. lusitaniae. Sin embargo, el diagnéstico definitivo requie-
re de la prueba histoldgica del tejido pulmonar con la pre-
sencia del microorganismo en asociacion con la inflamacién.
La confirmacion histopatoldgica no se realizé en este pa-

Figura 2 A. Gel de agarosa que muestra el producto amplifi-
cado (ITS1-5.8S-1TS4) de C. lusitaniae. B. Fragmentos de res-
triccion del producto de PCR obtenidos con la enzima Mspl
(RFLP). M: marcador de peso molecular, escalera de 100 pb.
(Patrén descrito por Mohammadi et al.®).

ciente debido a consideraciones éticas. Sin embargo, la no-
table mejoria clinica y de imagenes después de la iniciacion
del tratamiento antimicotico sistémico y el hecho de que no
hay publicaciones que describan a C. lusitaniae como parte
de la microbiota sugieren un diagnostico compatible con
candidosis pulmonar.

El aislamiento Unicamente de colonias de C. lusitaniae a
partir de la orina del paciente puede interpretarse como
una probable diseminacion heméatica a vias urinarias (facili-
tada por la lesion renal aguda); sin embargo, no se pudo
realizar el aislamiento a partir de sangre, ni un segundo
aislamiento a partir de las otras muestras, debido a la ad-
ministracién del antiflngico.

Es imprescindible la identificacion oportuna de especies
de Candida no albicans, principalmente en micosis profun-
das y en pacientes con factores de riesgo, debido a que es-
tos individuos presentan diferentes sensibilidades a los an-
tifungicos de primera linea. El estudio del genoma de
diferentes levaduras ha contribuido al desarrollo de prue-
bas moleculares basadas en PCR-RFLP y secuenciacion de
los ITS ribosomales, que son sensibles, reproducibles y rapi-
das®. Estas permiten establecer el diagndstico clinico y la
seleccion del tratamiento adecuado en pacientes con infec-
ciones profundas.
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