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Justificacion

Trichosporon es un género compuesto por hongos oportunistas causantes de un amplio
espectro de enfermedades tales como: piedra blanca, onicomicosis, micosis invasivas y
neumonitis por hipersensibilidad. A pesar de que su prevalencia es baja en comparacion a
otras enfermedades flangicas como la dermatofitosis o la candidiasis, la vigilancia
epidemioldgica de la susceptibilidad antifungica in vitro de aislamientos clinicos de
Trichosporon es relevante en la salud pablica, porque permite conocer el fenotipo de
susceptibilidad de las cepas que infectan a los pacientes en Costa Rica y puede orientar a los
profesionales en Medicina a seleccionar el tratamiento idoneo frente a las micosis generadas

por este hongo.



Hipotesis
La especie de Trichosporon més prevalente en Costa Rica es Trichosporon asahii.

Los aislamientos clinicos de Trichosporon, analizados en este estudio, son susceptibles a la

anfotericina B, el fluconazol, el itraconazol y el voriconazol.

Objetivo general

Analizar las especies prevalentes y la susceptibilidad antifungica in vitro en aislamientos de
Trichosporon obtenidos de micosis superficiales y sistémicas de pacientes de laboratorios

clinicos de Costa Rica entre 1995 y 2021.

Objetivos especificos

1. Determinar las especies prevalentes de Trichosporon en aislamientos obtenidos
de micosis superficiales y sistémicas de pacientes de laboratorios clinicos de
Costa Rica entre 1995 y 2021.

2. Determinar los patrones de susceptibilidad in vitro de Trichosporon spp. a

antifangicos utilizados para el tratamiento de micosis superficiales y sistémicas.
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Marco tedrico

Trichosporon es un género compuesto por hongos basidiomicetes, no encapsulados, hialinos,
anamorficos, que se reproducen por medio de artrosporas y blastosporas. Algunas de las
especies de este género son de importancia médica, ya que pueden causar micosis
oportunistas a nivel superficial y sisttmico en el ser humano (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019; Colombo et al., 2011; Ellis y Kidd, 2022).

Algunos autores se refieren a Trichosporon como un hongo levaduriforme (yeast-like) o
como una levadura (yeast). El término “levadura” es utilizado para separar a los hongos
levaduriformes de los filamentosos. Esta clasificacion se realiza segun la morfologia
microscopicay colonial de cada género, o con base en otras de sus caracteristicas fisioldgicas,
como el tipo de esporulacion (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Bonifaz Trujillo,
2020; Colombo et al., 2011).

Las colonias de Trichosporon durante sus estadios tempranos presentan una morfologia
levaduriforme (forman colonias cremosas similares a las bacterianas), las cuales
posteriormente adquieren la forma cerebriforme caracteristica de este género (Gross y Salas,
2012). Los hongos del género Trichosporon comparten algunas caracteristicas fisioldgicas
con otras levaduras de importancia médica, como el crecimiento rapido, la capacidad de
formar biopeliculas y la reproduccion asexual mediante blastosporas. Sin embargo, a
diferencia de estas, Trichosporon produce un talo micelial verdadero tanto en su forma
parasitaria como saprofitica y también puede reproducirse mediante la produccion de
artrosporas (Bonifaz Trujillo, 2020). Debido a la complejidad de clasificar a Trichosporon
dentro de alguno de estos grupos, la literatura también menciona la posibilidad de referirse a
este hongo como una forma intermedia entre las levaduras y los hongos filamentosos clasicos
(Bonifaz Trujillo, 2020).

Historia

En 1865, el médico aleman Hermann Beigel describio el primer caso de piedra blanca en el
cabello de una peluca bajo el nombre “champignon des chignons” (que significa seta u hongo

del mofio), y su aislamiento fue estudiado por Gottlob Ludwig Rabenhorst, quien lo report6
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como un alga de la especie Pleurococcus beigelii. Se cree que en este cultivo probablemente
se habia aislado un Aspergillus como contaminante y no al agente etiologico (Ajello, 1994;
Arenas Guzméan y Torres Guerrero, 2019; Colombo et al., 2011). Luego, en 1890, Gustav
Behrend describié al hongo causante de la piedra blanca de la barba del hombre como
Trichosporon ovoides, en donde la etimologia del géenero es una combinacion entre las
palabras griegas Trichos y sporon, que significan “pelo” y “esporas” respectivamente
(Ajello, 1994; Colombo et al., 2011).

A inicios del siglo XX, a la piedra blanca se le llamo “tricosporia nodosa”. También se
describio la piedra negra inicialmente como una variacion de la piedra blanca (Arenas
Guzman y Torres Guerrero, 2019). Posteriormente, se reconocieron las piedras blanca y
negra como dos entidades clinicas diferentes y con dos agentes etioldgicos distintos, por lo
que también se determind que la piedra negra no es causada por Trichosporon sp.; sino por
Piedraia hortae, un hongo negro, ascomicete y teleomorfo que en su forma parasitaria

produce ascas y ascosporas (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019).

A partir de 1902, todos los hongos del género Trichosporon se designaron como
Trichosporon beigelii en honor al Dr. Hermann Beigel, y siete afios més tarde, Beurmann
realizdé un cultivo de una lesion cutanea en donde aislé6 Oidium cutaneum, que luego se
reclasifico como Trichosporon cutaneum. En 1942, Diddens y Lodder consideraron a ambas
especies como sindnimas, y a partir de ese momento, los micélogos del area ambiental usaban
el taxdn Trichosporon cutaneum mientras que los médicos, T. beigelii para referirse a los

aislamientos de este hongo (Colombo et al., 2011; Diddens y Lodder, 1942).

Con la misma publicacion de Diddens y Lodder, se describié por primera vez el hongo
Blastoschizomyces capitatus, que se report6 como Trichosporon capitatum, luego se
reclasificd dentro del género Geotrichum y finalmente dentro del género Blastoschizomyces
(Colombo et al.,, 2011; Diddens y Lodder, 1942). Esta identificacion errénea vy
reclasificaciones se deben posiblemente a que los tres géneros mencionados pertenecen a
hongos que producen esporulacion artrica y comparten caracteristicas bioquimicas y

fisiolégicas similares (Colombo et al., 2011).

En 1970 se report6 un caso clinico de un absceso cerebral en una mujer de Africa de 39 afios,

de la cual se le aislo T. cutaneum a partir del hemisferio cerebral izquierdo que estaba siendo
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afectado por la metéstasis de un adenocarcinoma bronquial localizado en su pulmon derecho
(Montoya y Gonzélez, 2014; Watson y Kallichurum, 1970). Este fue un suceso historico
bastante importante, porque se evidencid por primera vez la capacidad de Trichosporon para
producir una enfermedad sistémica invasiva, ya que, hasta esa fecha este hongo solo se habia
asociado con micosis superficiales (Montoya y Gonzalez, 2014; Watson y Kallichurum,
1970).

En la década de los 90, a partir de la investigacion de Guého y colaboradores y con base en
el estudio de la morfologia, fisiologia, ultraestructura y genomica de Trichosporon, se
describid que este género esta compuesto por las especies: Trichosporon inkin, Trichosporon
mucoides, Trichosporon asteroides, Trichosporon ovoides, T. asahii y T.cutaneum (Guého
et al., 1994; Guého, Smith, et al., 1992). También se recomendd no utilizar el taxén “T.
beigelii” debido a su ambigiliedad, ya que anteriormente todos los aislamientos de
Trichosporon eran reportados utilizando este epiteto y no se tenia clara su sinonimia con
respecto a las nuevas especies (Colombo et al., 2011; Guého et al., 1994; Guého, de Hoog,
etal., 1992; Gueho, Smith, et al., 1992; Mehta, Nayyar, et al., 2021).

A partir de este momento, se han ido describiendo otras especies para este género y no es
adecuado utilizar el taxon T. beigelii (Colombo et al., 2011). Actualmente, Trichospon es un
género conformado por cinco clados: Gracile, Brassicae, Cutaneum, Porosum y Ovoides
(Bonifaz Trujillo, 2020). Este género se constituye de un estimado de 50 especies, de las
cuales aproximadamente 16 son de importancia médica ya que producen micosis oportunistas
(Bonifaz Trujillo, 2020; Mehta, Nayyar, et al., 2021).

Clasificacion taxondémica

Los hongos del género Trichosporon pertenecen al phylum Basidiomycota, cuyos integrantes
se caracterizan por la presencia de un micelio con septos doliporos y fibulas (conexiones que
permiten el movimiento de ndcleos entre compartimentos) (Boekhout et al., 2011; Bonifaz
Trujillo, 2020; Hibbett et al., 2007). La clasificacion taxonomica de Trichosporon es la
siguiente: Filo Basidiomycota, Subfilo Agaricomycotina, Clase Tremellomycetes, Orden

Trichosporonales, Familia Trichosporonaceae (Colombo et al., 2011; Liu et al., 2015).
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Dentro del orden Trichosporonales, también se encuentra el género Cryptococcus; que son
hongos levaduriformes que tienen la capacidad de producir cuadros sistémicos como
meningitis y criptococosis pulmonar (Bonifaz Trujillo, 2020). A pesar de que las
manifestaciones clinicas clasicas de las micosis causadas por Cryptococcus son bastante
diferentes a las de Trichosporon, estos podrian confundirse dentro del laboratorio clinico.
Esto debido a que Trichosporon y Cryptococcus presentan una estrecha relacion taxonémica,
tienen un perfil bioguimico similar y ambos forman colonias levaduriformes (Bonifaz
Trujillo, 2020; Davies y Thornton, 2014; Gross y Salas, 2012; Guo et al., 2011).

Historicamente, la clasificacion de Tremellomycetes se ha basado en caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas, pero recientemente se han integrado herramientas
moleculares para reconstruir las relaciones filogenéticas de los microorganismos que
conforman este taxon (Liu et al., 2015). Una de las investigaciones mas relevantes respecto
a la taxonomia de esta clase es la de Liu y colaboradores (2015), quienes integraron analisis
de secuencias de siete genes en conjunto con caracteristicas fenotipicas de los
Tremellomycetes. Algunos de los genes analizados corresponden a la region espaciadora
transcrita interna (ITS), el factor de elongacion de la traduccion 1-a (TEF1), el citocromo B
(CYTB) y subunidades de la ARN polimerasa Il (RPB1y RPB2) (Liu et al., 2015). A partir
de esta investigacion se propusieron nuevos géneros, como Cutaneotrichosporon,
Apiotrichum y Effuseotrichosporon, que estan conformados por hongos basidiomicetes a los
cuales no se la ha reportado la capacidad de formar basidiocarpo, reproduccion sexual o
presencia de metabolismo fermentador (Liu et al., 2015). Asimismo, es importante
mencionar que Trichosporon jirovecii, T. cutaneum, T. mucoides y T. dermatis fueron
reclasificados dentro del género Cutaneotrichosporon (Ellis y Kidd, 2022; Liu et al., 2015).
Ademas, las especies T. loubieri, T. domesticum, T. mycotoxinovorans fueron incluidas en el
género Apiotrichum y el género Effuseotrichosporon cuenta con una Unica especie: E.
vanderwaltii (Ellis y Kidd, 2022; Liu et al., 2015).

Distribucion geografica y anatomica

Trichosporon esta ampliamente distribuido en la naturaleza, principalmente en zonas

tropicales y subtropicales con precipitaciones frecuentes. Se encuentra en el suelo, madera
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en descomposicion, aire, rios, lagos, mares, queso, escarabajos, aves, murciélagos, palomas,
ganado, y en excremento de aves, monos y macacos (Bonifaz Trujillo, 2020; Colombo et al.,
2011).

Ademas, se puede encontrar en la microbiota de personas sanas (en estado de eubiosis) a
nivel de la piel, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal, vagina y en hombres: en el escroto
y las regiones perianal e inguinal (Colombo et al., 2011; Silvestre et al., 2010). También es
posible aislarlo a partir de heces de individuos sanos (Zhang et al., 2011). Las especies de
Trichosporon mas frecuentemente reportadas a partir de aislamientos clinicos son T. asahii,
T. mucoides, T. inkin, T. asteroides y Trichosporon faecale (Bonifaz Trujillo, 2020;
Malacrida et al., 2021).

Un estudio realizado por Zhang y colaboradores (2011) en personas sanas de Japon, muestra
que, en los hombres, la deteccion de ADN (&cido desoxirribonucleico) de Trichosporon spp.,
en la piel, incrementa drasticamente a los 13 afios, mientras que, en las mujeres, varia con la
edad. A partir de los 60 afios, disminuye la frecuencia de deteccion de este microorganismo

en la piel de individuos sanos de ambos sexos (Zhang et al., 2011).

En un estudio realizado por Francisco y colaboradores (2019), de pacientes en Brasil que
presentaban manifestaciones clinicas de infeccién por Trichosporon sp. (n =358), se observo
que la mayoria de los aislamientos se recuperaron de tracto urinario, seguido por: sangre o
catéter venoso central, tracto respiratorio, cabello (piedra blanca), fluidos intraabdominales
0 toracicos, infecciones de heridas quirdrgicas, onicomicosis, musculo esquelético y humor
vitreo; en orden descendiente. Treinta y seis de estos aislamientos provenian de otros sitios
anatomicos. La especie que se detectd con mayor frecuencia fue T. asahii, seguido por (en
orden descendiente): T. inkin, T. faecale, T. asteroides, T. coremiiforme (Francisco et al.,
2019).

Modo de transmisién

Las personas se infectan de piedra blanca por contacto directo con el hongo, o con animales
o personas infectadas (Bonifaz Trujillo, 2020). La infeccion puede ser de origen enddgeno (a

partir de la microbiota) o exdgeno (mediante contacto con el cabello de las personas o como
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una enfermedad de transmision sexual) (Bonifaz Trujillo, 2020). También, se puede
transmitir mediante fomites como peines, brochas y cosméticos (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019).

Por otro lado, la via de infeccion de una micosis invasiva por Trichosporon se encuentra aun
bajo estudio (Cho et al., 2015). Se especula que la infeccidén es mayoritariamente enddgena,
en donde las mucosas o la piel pierden su integridad por factores debilitantes como la
quimioterapia o implantacion de dispositivos médicos; y permiten la entrada de
microorganismos al torrente sanguineo (Castano et al., 2021). Zhang y colaboradores (2011)
argumentan que los genotipos de T. asahii que causan micosis invasiva son aquellos
encontrados en la microbiota, mientras que aquellos encontrados en el ambiente no se asocian

con esta patologia.

La piedra blanca no se considera un factor de riesgo para desarrollar micosis invasiva por
Trichosporon (Bennett et al., 2015; Castano et al., 2021). Sin embargo, en nuestro pais se
reportd un caso clinico atipico de una paciente femenina de 13 afios, con leucemia linfocitica
aguda, que present6 una fungemia por Trichosoporon asahii secundaria a una piedra blanca
durante su hospitalizacion (Solano Venegas et al., 2020). Se concluy6 que el foco de
infeccion primario estaba localizado en la cabeza de la paciente debido que se descartd que
la via de infeccion fuera a través de dispositivos médicos (el cultivo de catéteres y sondas
resultd negativo para este hongo) y se aisld a Trichosporon asahii en hebras de cabello con
nddulos hialinos y en un hemocultivo de la paciente, a la que se observaron placas alopécicas
y lesiones ulcerativas en la raiz del cuero cabelludo y quien ademas presentaba diversos
factores de riesgo para desarrollar una fungemia por Trichosporon (enfermedad

hematoldgica de fondo, neutropenia, entre otros) (Solano Venegas et al., 2020).

Se han reportado brotes de piedra blanca en guarderias para nifios en El Salvador y Brasil,
donde el nimero de afectados fue de 15y cinco respectivamente (Escalante y Ramirez, 2019;
Roselino et al., 2008). Ademas, en un estudio epidemiologico de Bonifaz y colaboradores
(2019), se evidenciaron tres casos en los que tanto la madre como la hija presentaban piedra
blanca. También se han reportado brotes de micosis invasiva por Trichosporon en unidades
de cuidados intensivos de neonatos en Estados Unidos y en India, donde el nimero de

afectados fue de cuatro y ocho respectivamente (Fisher et al., 1993; Vashishtha et al., 2012).

16



Manifestaciones clinicas e incidencia

Piedra blanca

Las piedras son micosis superficiales (nodulares) que estan adheridas al cabello de la cabeza
(principalmente), axilas, pubis, barba y otros sitios con vello (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019). La piedra blanca es causada por Trichosporon sp. y la piedra negra, por
Piedraia hortae (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019). Es muy poco frecuente la
coinfeccion por ambos hongos (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019).

La piedra blanca se presenta como nddulos irregulares, blandos, adheridos al cabello, con
distribucion extra folicular, blanco-amarillentos, con bordes definidos, que miden de (1 - 3)
mm, no producen inflamacién y que forma varios nddulos en una misma hebra del cabello

(Figura 1) (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Bonifaz Trujillo, 2020).

g

Fuente: Roberto Arenas Guamsn: Muoioga méedca bustrada, Ge
Copyrght © MeGraw-Hill Edocation. Todos Ios derechos reservadis,

Figura 1. Nédulos hialinos de piedra blanca en cabello oscuro (a) y castafio (b) (algunos

estan sefialados con flechas azules) (Tomado de Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019).

La enfermedad es asintomatica, benigna y crénica (Bonifaz et al., 2019; Bonifaz Truijillo,
2020). Generalmente, esta micosis se detecta durante una exploracion dermatoldgica cuando
el paciente consulta por otra causa. Es decir, la mayoria del tiempo esta patologia no es el
motivo principal de consulta y su diagnostico es incidental (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019).
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Esta enfermedad se puede subclasificar en: piedra blanca capitis, que se presenta a nivel del
cabello de la cabeza y es causado principalmente por T. inkin y T. ovoides; y piedra blanca
crural (cruris) que es causada generalmente por T. inkin (Bonifaz Trujillo, 2020). La especie
T. asahii es un agente etiolégico menos frecuentes de la piedra blanca y se asocia
principalmente con micosis invasivas (Bonifaz et al., 2019; Bonifaz Trujillo, 2020; Colombo
et al., 2011; Montoya y Gonzélez, 2014).

La mayor cantidad de casos de piedra blanca se presentan en Centroamérica y Suramérica,
especialmente en las zonas indigenas de Brasil, Colombia, Venezuela y Panama (Bonifaz
Trujillo, 2020). En Estados Unidos se han reportado casos adquiridos en areas endémicas (la
mayoria) y autoctonos (Bonifaz Trujillo, 2020). En un laboratorio de servicio de
Dermatologia en Brasil entre 1998 y 2002, el 0,45 % de los pacientes atendidos (n = 3350)
presentaron piedra blanca (Diniz y Souza Filho, 2005). Por otra parte, Bonifaz y
colaboradores (2019) detectaron 14 casos de piedra blanca en un estudio retrospectivo de 12
afios de México.

La piedra blanca se presenta cominmente en personas adultas jovenes, principalmente
mujeres (Bonifaz Trujillo, 2020). Algunos factores que predisponen a desarrollar esta
enfermedad son: hiperhidrosis, exceso de humedad en el cabello y mala higiene personal
(Bonifaz Trujillo, 2020). La piedra blanca del cabello (piedra blanca capitis) es mas frecuente
en mujeres (posiblemente por tener cabello méas largo que permanece himedo durante mas
tiempo), mientras que, la piedra blanca en vellos genitales se presenta mas frecuente en
hombres (Bonifaz Trujillo, 2020).

Onicomicosis

La onicomicosis es una infeccién por hongos en las ufias de las manos y/o de los pies. Se
caracteriza por alteraciones como: paquioniquia (engrosamiento), onicdlisis
(desprendimiento del lecho ungueal), distrofia, decoloracion, fragilidad y/o melanoniquia
(cambio en la coloracion de la ufia por tonos mas oscuros) (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019; Gupta et al., 2020). Se puede catalogar segun las manifestaciones clinicas
(al analizar la region ungueal afectada) y obtener clasificaciones como: subungueal distal-
lateral, distrofica total y blanca proximal subungueal (Arenas Guzman y Torres Guerrero,
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2019). También se puede clasificar segun la etiologia en dermatofitosis (causadas por
dermatofitos), onicomicosis por hongos filamentosos no dermatofitos (incluye a
Trichosporon) y en aquellas causadas por levaduras (Gupta et al., 2020).

Se estima que entre el 1,3 % al 10 % de las onicomicosis a nivel mundial son causadas por
Trichosporon (principalmente T. asahii, T. mucoides y T. inkin) (Montoyay Gonzélez, 2014).
Este hongo produce onicomicosis secundaria a un trauma o a una lesion previa causada por
otros hongos como los dermatofitos, por lo que se recomienda repetir el cultivo en caso de
su aislamiento; para asi cumplir con los criterios de Walshe y English (que son una guia de
requisitos para que un aislamiento de un hongo filamentoso no dermatofito sea reportado
como el agente etiol6gico de una onicomicosis) (Magalhdes et al., 2016; Salas-Campos et
al., 2007; Salas-Campos y Gross-Martinez, 2012; Walshe y English, 1966).

En Latinoamérica, algunas investigaciones reportan a Trichosporon como el agente
etioldgico de un bajo porcentaje de onicomicosis (menor a 5 %) (Colin Garnica et al., 2018;
Magalhaes et al., 2016; Mendoza y Rico, 2011; Salas-Campos et al., 2007). Por ejemplo, en
un estudio observacional de México, se aislo Trichosporon en el 1,2 % (n = 18) de los cultivos
obtenidos de las onicomicosis detectadas en la Seccion de Micologia del Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzélez y del Hospital Universitario de Puebla entre los afios 2015 y 2017.
Todos los casos de onicomicosis analizados en este estudio (de distintas etiologias) se
observaron en ufias del pie (n = 1408) (Colin Garnica et al., 2018). La onicomicosis por
Trichosporon fue mas comdn en mujeres y la mediana de la edad de presentacion fue de 62,5
afios. No se report6 identificacion a nivel de especie en este estudio (Colin Garnica et al.,
2018).

Asimismo, en un estudio realizado por la Seccion de Micologia Médica de la Universidad de
Costa Rica, se reportd el aislamiento de Trichosporon en un 4 % (n = 2) de las onicomicosis
localizadas en los pies en las que fue posible aislar el agente etioldgico (Salas-Campos et al.,
2007). Esta misma seccion se diagnosticé a Trichosporon en el 3,40 % de los aislamientos
obtenidos a partir de los casos detectados de onicomicosis entre el 2007 y 2010 (n = 147) y
este género se aisld solamente a partir de ufias de la mano (Salas-Campos y Gross-Martinez,
2012).

19



En el Laboratorio de Micologia del Instituto de Biomedicina (Caracas, Venezuela), se detectd
Trichosporon en el 0,13 % (n = 14) de los pacientes analizados entre 2000 y 2010 (n = 11
000) (Mendoza y Rico, 2011). Por otra parte, en un laboratorio de Micologia de servicio de
Dermatologia de Brasil, se detectd Trichosporon en el 0,93 % de las onicomicosis analizadas
entre 2003 y 3006 (n = 5036) y T. ovoides fue la especie de este género mas frecuentemente

diagnosticada (Magalhaes et al., 2016).

Micosis invasiva por Trichosporon

De acuerdo con la literatura, la definicion de micosis invasiva varia de acuerdo al agente
etioldgico: hongos filamentosos, levaduriformes, pneumocistosis 0 micosis endémicas
(Donnelly et al., 2020). La micosis invasiva o enfermedad fungica invasiva comprobada
(proven invasive fungal disease) causada por levaduras es una infeccion por hongos en un
sitio anatomico estéril, diagnosticada mediante observacién microscopica de formas
parasitarias del hongo y/o su aislamiento a partir de un aspirado o biopsia (Donnelly et al.,
2020). Para una criptococosis (que es también una micosis invasiva causada por levaduras),
el diagnostico serolégico de antigeno en fluido cerebroespinal o sangre también es
confirmatorio de micosis invasiva comprobada (Donnelly et al., 2020). La literatura hace
énfasis en que ante un hemocultivo, la levadura aislada debe tener concordancia con los

sintomas y signos del paciente (Mehta, Nayyar, et al., 2021).

Por otra parte, una micosis diseminada corresponde una enfermedad mic6tica en donde hay
fungemia con infeccion de dos 6rganos no continuos (de Almeida Junior y Hennequin, 2016).
Se considera que esta definicion también deberia incluir la diseminacién de una micosis
superficial o subcutanea a través de la piel, donde la fungemia no esta necesariamente

incluida.

La micosis invasiva por Trichosporon es causada principalmente por T. asahii y T. mucoides
y se presenta generalmente en pacientes con algin factor de riesgo como neutropenia,
trasplantados inmunosuprimidos con corticoesteroides, o pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Bonifaz Trujillo, 2020). Otros factores de riesgo son:
implantacion y uso de dispositivos médicos como un catéter venoso central o una protesis

cardiaca, estadias largas en unidad de cuidados intensivos, dialisis de peritoneo, neonatos con
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bajo peso al nacer, pacientes con neoplasia hematoldgica o de un o6rgano solido y/o que

reciban quimioterapia citotoxica (Arendrup et al., 2014; Castano et al., 2021).

Esta enfermedad se puede presentar en tres variedades: micosis diseminada, afectacion
localizada en un drgano o infeccion de catéteres sin alteracion de 6rganos. Generalmente,
inicia como un proceso febril agudo, que no responde ante terapia antibacteriana empirica, y
que puede progresar a sepsis y falla multiorganica (Castano et al., 2021). EI 70 % de los casos
presentan fungemia y la mortalidad es del 30 al 77 % (Castano et al., 2021). Ademas de la
fiebre y la fungemia, otras manifestaciones clinicas son la formacion de abscesos en 6rganos
y tejidos como: corazon, cerebro, peritoneo, articulaciones y vias urinarias (Montoya y
Gonzélez, 2014).

Las manifestaciones cutaneas en una micosis invasiva diseminada por Trichosporon son
poco frecuentes, similares a las de una candidiasis diseminada; se presentan generalmente en
el tronco y extremidades de pacientes inmunocomprometidos o con alguna enfermedad
cronica y pueden incluir: maculas, papulas con escara, necrosis, eritema, vesiculas, pustulas
y nédulos (Castano et al., 2021; T. Itoh et al., 1996; Pierard G.E. et al., 1992; Salazar y
Campbell, 2002). En los pacientes con micosis invasiva por Trichosporon con afectacion
renal, se puede presentar proteinuria, hematuria e insuficiencia renal, y en aquellos con
afectacion pulmonar algunos hallazgos clinicos frecuentes son: dificultad respiratoria, tos
productiva y esputo con sangre y una radiografia de térax en donde se observan diversos
tipos de infiltrado (Castano et al., 2021).

Recientemente, se han reportado infecciones secundarias por hongos que aumentan la
mortalidad en pacientes con COVID-19 (Corréa-Junior et al., 2022; Kuchi Bhotla et al.,
2021). En pacientes con COVID-19 se han reportado algunos casos de micosis invasiva por
Trichoporon, especialmente en aquellos que se administraron inmunosupresores Yy
antibidticos (Alietal., 2021; Cronyn et al., 2021; Nobrega de Almeida et al., 2021; Samaddar
et al., 2022; Segrelles-Calvo et al., 2021). A este momento, es escaso el conocimiento sobre
las infecciones por Trichosporon en pacientes hospitalizados con COVID-19. A pesar de
esto, es evidente que estos casos son poco frecuentes y que Trichosporon no es el principal
agente fungico que complica el pronéstico de pacientes hospitalizados por COVID-19
(Benelli et al., 2022; Corréa-Junior et al., 2022; Hoenigl et al., 2022). Segun la literatura
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actual, T. asahii es la especie mas frecuente de este género que causa micosis invasivas en
pacientes hospitalizados por COVID-19 (Benelli et al., 2022; Corréa-Junior et al., 2022).

Otras micosis causadas por Trichosporon

Trichosporon spp., también puede causar otomicosis, neumonia, endocarditis, encefalitis,
queratitis micotica e infeccion cutanea en los intertrigos (Bonifaz Trujillo, 2020). Se ha
reportado a T. asahii como causante de infeccion urinaria en 23 pacientes de cuidados
intensivos, en donde se realizaron diagnosticos de infeccion urinaria a partir del conteo de
>10* UFC/mL del hongo en la orina (Sun et al., 2012). De hecho, es bastante com(n que la
orina sea la principal muestra de donde se aisle a Trichosporon (Ahmad et al., 2005;
Arabatzis et al., 2014; Colombo et al., 2011; Francisco et al., 2019).

Por otro lado, T. asahii ha sido asociado como el principal agente etioldgico de la neumonitis
por hipersensibilidad (Summer-type Hypersensitivity Pneumonitis); que consiste en un
proceso de hipersensibilidad tipo 111 o IV causado por inhalar ciertos antigenos (por ejemplo:
fangicos o bacterianos). Esta patologia se presenta principalmente en ambientes calidos y
himedos de algunas regiones del sur y oeste de Japon durante el verano y se puede confundir
con neumonia (Colombo et al., 2011; Nakajima et al., 2013). El glucoronoxilomanano es un
alergeno expresado en la pared celular de Trichosporon que se asocia con esta enfermedad
(Colombo et al., 2011).

Patogénesis

En la piedra blanca, se especula que las esporas realizan el contacto con el cabello a un nivel
cercano del ostium folicular, la infeccidn progresa con el crecimiento del cabello y factores
ambientales como la humedad favorecen la aparicion de los nddulos, que se forman gracias
a una sustancia adherente que tiene una composicion presuntiva de oligosacaridos (Bonifaz
Trujillo, 2020). Una vez formados los nddulos, el hongo se encuentra por debajo de la
cuticula y no afecta la corteza ni la médula del cabello (Arenas Guzman y Torres Guerrero,
2019; Bonifaz Trujillo, 2020).

En una investigacion experimental, se indujo la infeccion de Trichosporon sobre un modelo

in vitro (cabello) y se estudiaron las diferentes etapas en la formacién y la composicién de
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los nodulos. La etapa inicial consiste en el contacto del cabello con el hongo, continua con la
adhesion del hongo a lo largo del tallo piloso, luego con el tapizado de la region extrafolicular
del cabello y culmina con la generacién de un nédulo maduro, formado mediante la excrecion

de la sustancia adherente (Inécio et al., 2016).

Posterior a la formacion de un nédulo maduro, se genera una lesion sobre la cuticula del
cabello debido a la afectacion a las células cuticulares. La naturaleza blanda en los nodulos
se atribuye al escaso contenido de azufre y a la ausencia de calcio (Inacio et al., 2016).
También se especula que algunas bacterias como Corynebacterium pueden tener un efecto
sinérgico en la formacion de los nédulos y fomentar el crecimiento de Trichosporon (Bonifaz
et al., 2019; Castano et al., 2021; Youker et al., 2003).

En la onicomicosis por Trichosporon, la informacién bibliogréfica encontrada sobre los
mecanismos de patogenicidad fue muy escasa. De manera general, se conoce que en la
onicomicosis por hongos filamentosos no dermatofitos, el dafio se relaciona con una previa
lesion ungueal que permite la infeccién de hongos oportunistas, los cuales no presentan
queratinasas (enzimas que degradan la queratina, principal componente de las ufias) (de
Magalhdes Lima et al., 2007; Magalhées et al., 2016). Entre el 3% y el 11 % de los casos de
onicomicosis se presenta la coinfeccion por un dermatofito y/o un hongo filamentoso no
dermatofito, pero no se conoce el rol del hongo oportunista en estos casos (Gupta et al.,
2020).

Por otra parte, en la micosis invasiva por Trichosporon se han estudiado principalmente los
factores de virulencia de T. asahii (Castano et al., 2021; Montoya y Gonzélez, 2014). De
forma general, la produccién de una matriz extracelular (compuesta por polisacaridos,
proteinas y ADN) le permite adherirse y generar biopeliculas; y algunas enzimas (como
proteasas, fosfolipasas y hemolisinas) facilitan la obtencion de nutrientes en el medio
(Castano et al., 2021; Colombo et al., 2011; Montoya y Gonzélez, 2014). La invasién del
hongo desde una mucosa hacia un tejido estéril se atribuye a factores exdgenos como la
pérdida de la integridad del epitelio asociada a quimioterapia o implantacion de catéteres,
pero se especula que algunas lipasas del hongo también pueden contribuir con este proceso

(Castano et al., 2021; Colombo et al., 2011). Ademas, se ha reportado que la expresién de

23



glucoronoxilomanano en la pared celular impide la fagocitosis de neutréfilos y monocitos
(Colombo et al., 2011; Montoya y Gonzalez, 2014).

Pronostico y complicaciones

Como se indico, la piedra blanca es una infeccion asintomatica, benigna y cronica (Bonifaz
Trujillo, 2020). Los relapsos son frecuentes, pero la eliminacion del vello afectado es curativa

(Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Bonifaz et al., 2019).

Bonifaz y colaboradores (2019) reportan un 78,6 % (n = 14) de curacién para pacientes
tratados con champu a base de 2 % ketoconazol durante un mes. Ademas, mencionan que,
en pacientes con cabello largo donde persiste la humedad, puede ser necesario usar

tratamiento antiflngico oral en combinacion con el topico (Bonifaz et al., 2019).

No se encontraron reportes sobre la tasa de curacion de una onicomicosis por Trichosporon.
Sin embargo, se habla de que el tratamiento de las onicomicosis por hongos filamentosos no
dermatofitos es mas dificil y largo, y el porcentaje de curacién es menor; si se compara con
una onicomicosis por dermatofitos (Gupta et al., 2020; Salas-Campos et al., 2007).

Las micosis invasivas por Trichosporon tienen altos porcentajes de mortalidad ((40 - 60) %),
pero el pronostico de cada paciente con esta entidad clinica varia segun su estado general de
salud (patologias subyacentes y estado inmunoldgico) (Castano et al., 2021). Algunos de los
factores de buen prondstico son: recuento de neutréfilos normal al momento del diagnéstico
0 recuperarse rapidamente de la neutropenia y/o el retiro oportuno del dispositivo médico
infectado, si este el foco de infeccidn primario (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019;
Castano et al., 2021). Se han reportado relapsos de la infeccién en el sistema nervioso central

en receptores de trasplantes (Castano et al., 2021).

Diagnostico de laboratorio

Examen directo
En un caso sospechoso de piedra blanca, se cortan hebras del cabello infectado, se colocan

en una placa Petri o portaobjetos, se les afiade hidréxido de potasio (KOH) al 10 % 020 % y
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se observan al microscopio o estereoscopio (Bonifaz Trujillo, 2020; Gross y Salas, 2012). En
el examen directo, se observa parasitacion ectothrix y nédulos blanquecinos sobre la hebra
del cabello (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019). La observacion de micelio hialino
con artrosporas y blastosporas es de valor diagnostico para esta enfermedad (Gross y Salas,
2012) (Figura 2). No es necesaria la observacion histopatologica en el diagnostico de piedra

blanca (Arenas Guzméan y Torres Guerrero, 2019).

Fusrte: Alexandro Bondaz Trupdio: Mcolegia Médeca Bisca, e
Copynaht © MoGraw Ml Education. Todos 10s derechos reservados.

Figura 2. Fase parasitaria de la piedra blanca. Observacion microscdpica directa de las
estructuras parasitarias (micelio hialino con artrosporas y blastosporas) en la hebra de un
cabello infectado con Trichosporon spp., previamente tratado con hidroxido de potasio
(KOH). A) 10X B) 40X. (Tomado de Bonifaz Trujillo, 2020).

Ante una onicomicosis, se recolecta el material de la ufia o ufias lesionadas, se le afiade KOH
al 40 % y se observa al microscopio (Gross y Salas, 2012). Ante una infeccién por
Trichosporon se observa micelio hialino, sin embargo, otros hongos pueden formar esta
estructura. Consecuentemente, es necesario realizar un cultivo para identificar correctamente

al agente etiol6gico (Gross y Salas, 2012).

En una biopsia o aspirado se puede observar la fase parasitaria mediante tinciones como
Grocott, acido periodico de Schiff (PAS) o Gram. En el examen directo, las estructuras se
pueden confundir con Candida y resulta importante buscar la presencia de artrosporas para
un diagnéstico adecuado (Figura 3) (Bonifaz Trujillo, 2020).
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Figura 3. Observacion microscopica directa de una expectoracion donde se observa micelio
con artrosporas Yy blastosporas de Trichosporon (Tincion Gram, aumento 100X) (Tomado de
Bonifaz Trujillo, 2020).

Cultivo

En caso de piedra blanca u onicomicosis, se colocan fragmentos del material recolectado
sobre el medio de cultivo. Se puede utilizar medio agar Sabouraud glucosado (MSG) y agar
Mycosel® (aunque algunas cepas son inhibidas por la cicloheximida) (Gross y Salas, 2012).
Se recomienda repetir el cultivo en caso de aislar Trichosporon a partir de una onicomicosis,
al tratarse de un hongo filamentoso no dermatofito (Salas-Campos et al., 2007; Walshe y
English, 1966). Ante una sospecha de micosis invasiva, se recomienda usar agar sangre y
MSG (Gupta et al., 2020).

Trichosporon es un hongo de crecimiento rapido, por lo que luego de cuatro o cinco dias, se
visualizan colonias que son hialinas al anverso y al reverso, sin pigmento, blancas o amarillas,
cremosas Yy cerebriformes (tienen forma de cerebro) (Gross y Salas, 2012). A partir de estas
colonias se puede realizar un montaje con azul de lactofenol y observar micelio con
artrosporas y blastosporas; que es caracteristico del género (Bonifaz Trujillo, 2020; Gross y
Salas, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Cultivo de Trichosporon a) a partir de una piedra blanca (Recuperado de Ellis y
Kidd, 2021) b) en un cultivo puro (Tomado de Gross y Salas, 2012).

Autores como Bonifaz y colabores (2019) reportan las caracteristicas morfoldgicas
(macroscopicas y microscopicas) de distintas especies de Trichosporon. Sin embargo, para
realizar la identificacion a nivel de especie en estos hongos se requiere adicionalmente de
otras técnicas; por ejemplo, pruebas bioquimicas de asimilacion de distintas fuentes de
carbono (como glucosa, la lactosa y la galactosa) y nitrégeno (como cadaverina y nitrito)
(Gross y Salas, 2012; Sugita, 2011). Es posible observar apresorio (6érgano de fijacion) en las
etapas tardias del cultivo (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019). Otros autores han
reportado la observacion de este 6rgano de fijacion al cultivar Trichosporon en agar harina
de maiz (Figura 5) (Shivaprakash et al., 2011).

Figura 5. Apresorio de T. inkin cultivado durante tres dias en agar harina de maiz (Tomado
de Shivaprakash et al., 2011).
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Urea

La prueba de la ureasa contribuye a la identificacion de Trichosporon a nivel de género, ya
que las cepas de este hongo son ureasa positivas (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019).
Este método bioquimico se basa en repicar el hongo sobre agar urea de Christensen, incubar
a temperatura ambiente por una semana y luego observar el color del medio: si este se torna
rosado indica que el hongo expresa la enzima ureasa, la cual degrada la urea a amonio y
dioxido de carbono y se genera carbonato de amonio que alcaliniza el medio; que posee rojo
de fenol (indicador acido-base) (Gross y Salas, 2012). Por el contrario, si el color del medio

permanece amarillo indica la no deteccion de ureasa (Gross y Salas, 2012).

Métodos comerciales automatizados y semiautomatizados

Algunos de los métodos comerciales disponibles para la identificacion de levaduras son:
API® (ID 32C), Microscan, VITEK®2 y Maldi Biotyper® (Bonifaz Trujillo, 2020; Patel,
2019, Pincus, 2006). El sistema VITEK®2 es un método automatizado con la capacidad de
identificar tres especies de Trichosporon: T. asahii, T. inkin y T. mucoides a partir de un
cultivo puro (Colombo et al., 2011; Pincus, 2006). La tarjeta YST del VITEK®2 utiliza 46
pruebas metabodlicas en donde se mide el uso de una fuente de carbono o nitrégeno y actividad
de algunas enzimas, lo compara con un patrén tipico de cada organismo y realiza una
identificacion con base en la similitud del perfil bioguimico entre la muestra y el patrén (se
mide como probabilidad); los resultados se proporcionan aproximadamente a las 18 horas de

iniciado el ensayo (Pincus, 2006).

El sistema API® ID 32C (bioMérieux, Francia), es un sistema semiautomatizado que
identifica las mismas tres especies de Trichosporon del método anterior y utiliza 32 pruebas
bioquimicas para la identificacion (bioMérieux SA, 2011).

Por otra parte, la tecnologia MALDI-TOF (del inglés: matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight-mass spectrometry, que en espafiol significa: desorcidn/ionizacion
laser asistida por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo) se basa en el
analisis de las proteinas expresadas por el microorganismo (principalmente ribosomales) y

su comparacion con patrones especificos de cada taxén (género, especie e inclusive
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subespecie) para emitir una identificacion (Maldonado et al., 2017). Grosso modo, a partir
de un cultivo puro, se coloca una colonia sobre una placa metélica. Los hongos filamentosos
requieren un tratamiento previo para la extraccion de proteinas (Maldonado et al., 2017).
Dentro del equipo, la muestra es primero ionizada a fase gaseosa, luego pasa por analizador
que separa los iones de acuerdo a su relacion masa/carga (separacion TOF o tiempo de vuelo)
y finalmente llegan a un detector que genera un perfil espectral de la muestra (Maldonado et
al., 2017).

Los sistemas VITEK® MS (bioMérieux, Francia) y Maldi Biotyper® (Bruker® Daltonics,
Alemania) utilizan la tecnologia MALDI-TOF para la identificacion de bacterias y hongos
mediante espectrometria de masas (Maldonado et al., 2017; Patel, 2019). Al realizar un
analisis protedmico mediante la tecnologia MALDI-TOF en el equipo Maldi Biotyper se
pueden identificar los taxones T. asahii, T. inkin y grupo T. mucoides (que incluye a T.
mucoides y T. dermatis) (Patel, 2019). La tecnologia MALDI-TOF ha mostrado tener una
gran precisién para la identificacion Trichosporon a nivel de género (alrededor de 95 %) y
especie (entre 73 % al 100 %) cuando se compara con los analisis moleculares y gendmicos
(Guo et al., 2019; Parashar et al., 2022).

En rendimiento de los sistemas de identificacion de VITEK®2 y Maldi Biotyper depende de
si las especies analizadas estan incluidas en la base de datos del laboratorio que realiza la
identificacion (Guo et al., 2019; Parashar et al., 2022). Si se analiza algun taxon de
Trichosporon no incluido en la base de datos del software utilizado, se obtiene una
caracterizacion errénea o no se logra obtener una identificacion (Ahmad et al., 2005; Chagas-
Neto et al., 2009; de Figueiredo et al., 2014; Guo et al., 2011, 2019). Sin embargo, debe
considerar que estas técnicas estan disefiadas para la identificacion de microorganismos de
importancia médica; y que los taxones no incluidos en estas bases de datos (como algunas
especies de Trichosporon) generalmente son detectados con menor frecuencia en

aislamientos clinicos de pacientes (de Almeida et al., 2017; Guo et al., 2011, 2019).
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Metodos no rutinarios y reacciones cruzadas

No se disponen de reacciones seroldgicas comerciales para la identificacion de Trichosporon
(Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019). Sin embargo, es importante mencionar que en un
estudio de neumonitis por hipersensibilidad del tipo verano asociada a T. asahii, se analizaron
los titulos de anticuerpos anti-Trichosporon en el suero de pacientes con la enfermedad
mediante una prueba de aglutinacidn que posiblemente fue del tipo in house (Nakajima et al.,
2013). Se podria utilizar la deteccion de (1—3) — p — D — glucano ante sospecha de micosis
invasiva, sin embargo esta prueba no es especifica de Trichosporon (Colombo et al., 2011).

La prueba de aglutinacion de particulas de latex para detectar antigenos capsulares en
Cryptococcus presenta reaccion cruzada con Trichosporon debido a que este hongo
(Trichosporon) presenta una pseudocapsula con composicion similar a la cépsula de
Cryptococcus; especificamente la reaccion cruzada se asocia a la expresion de
glucoronoxilomanano en Trichosporon (Gross y Salas, 2012; Mehta, Nayyar, et al., 2021).
También en una micosis invasiva por Trichosporon se pueden generar falsos positivos en la
prueba para la deteccion de galactomananas ante una sospecha de aspergilosis (Lee y
Goldman, 2021).

A nivel de investigacion, los métodos moleculares y genémicos para identificar hongos se
basan en el anélisis de regiones de ARN (&cido ribonucleico) o ADN. Algunas de las regiones
de ADN frecuentemente analizadas para la identificacion fungica son ITS o CYTB, cuya
homologia y resolucion varia segun el taxén analizado (Liu et al., 2015; Raja et al., 2017;
Sugita et al., 2002). En el caso de los hongos del género Trichosporon, éstos presentan una
region ITS muy conservada, por lo que no es buen marcador para la discriminacion a nivel
de especie (Sugita et al., 2002; D. Zhang et al., 2019). Por el contrario, la region IGS1 (region
del espaciador intergénico 1) tiene una diversidad alta en Trichosporon spp., por lo que la
secuenciacion de este fragmento se considera el estdndar de oro para identificar Trichosporon
spp. (Chagas-Neto et al., 2009; Sugita et al., 2002; D. Zhang et al., 2019).

La secuenciacion de la region 1GS1 también puede utilizarse para caracterizar distintos
genotipos de T. asahii, lo cual ha sido utilizado en distintas investigaciones que estudian la
correlacion entre los genotipos con el sitio anatomico infectado y la susceptibilidad

antifangica (Francisco et al., 2019). Este es un tema que aln continua en investigacion, pero
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se puede mencionar que los genotipos de T. asahii G1, G3, G4, G5 y G7 son los que mas
frecuentemente causan micosis en el ser humano y pueden infectar los mismos sitios

anatémicos en diferente proporcion (Francisco et al., 2019).

Al momento de realizar la caracterizacién de Trichosporon sp., a nivel de especie, en la
literatura cientifica se han reportado discrepancias entre las tecnologias basadas en fenotipo
(como VITEK®2 y MALDI-TOF) y aquellas basadas en analisis moleculares o genémicos
(Ahmad et al., 2005; Chagas-Neto et al., 2009; de Figueiredo et al., 2014; Guo et al., 2011,
2019).

Por ejemplo, en el afio 2005, en una investigacion de Kuwait se estudiaron 29 aislamientos
clinicos de Trichosporon spp. En primer lugar, el 100 % de los aislamientos fueron
identificados como T. asahii mediante el software VITEK® 2 (Ahmad et al., 2005).
Posteriormente, estos se analizaron mediante una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
de la region ITS con cebadores especificos para T. asahii. La region ITS analizada incluyo
el segmento ITS 1, ITS 2y el gen de ARNr 5.8S. Al realizar el analisis molecular (PCR) no
se detectaron cuatro muestras, lo que sugirid la presencia de otras especies diferentes a T.
asahii (Ahmad et al., 2005). Un analisis genémico realizado mediante secuenciacion de la
region ITS con un imprimador universal para hongos o PanFungal comprobd que estos cuatro

aislamientos no correspondian a T. asahii, sino a T. asteroides (Ahmad et al., 2005).

Esta identificacion molecular de Adhmad y colaboradores (2005) puede tener algunas
limitaciones, ya que la region ITS no corresponde a la regién molecular optima para la
caracterizacion de Trichosporon a nivel de especie. Al contrario, se ha descrito que la
secuenciacion de la region IGS1 corresponde al estdndar de oro para caracterizar las
diferentes especies de este género (Chagas-Neto et al., 2009; Sugita et al., 2002; Zhang et al.,
2019).

Un reporte de caso clinico del 2006 respalda las limitaciones de utilizar la region ITS para
identificar las distintas especies de Trichosporon (Gunn et al., 2006). En este reporte se aislo
una cepa levaduriforme proveniente de una fungemia. Esta se identificO como T. mucoides
con los sistemas VITEK®1 y VITEK®2 con un excelente nivel de confianza y con indices t
de 1y 96,55; respectivamente (Gunn et al., 2006). Esta misma cepa se caracterizd como T.
mucoides mediante un analisis molecular (PCR) de las regiones ITS e IGS1; y se identifico
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como T. dermatis al secuenciar los segmentos ITS e IGS1 (la homologia fue 99 % y 100 %,
respectivamente) (Gunn et al., 2006). Al realizar identificacién taxonémica basada en andlisis
moleculares (es decir; secuenciacion), se considera que una homologia mayor a 99,5 % es
aceptable para reportar la especie de un aislamiento levaduriforme (de Figueiredo et al., 2014;
Hu et al., 2019; Pfaller et al., 2012).

La comparacion entre los diferentes sistemas para caracterizar levaduras debe realizarse
considerando las ventajas y limitaciones de cada uno. Los analisis moleculares y gendmicos
permiten la identificacion de un mayor nimero de especies y pueden tener mayor veracidad,
sin embargo, estos son costosos, poco disponibles para la mayoria de laboratorios clinicos y
su metodologia no esté estandarizada y/o validada, lo cual limita su uso (Colombo et al.,
2011; Davies y Thornton, 2014; Pincus et al., 2007). En contraposicion, los sistemas de
identificacion VITEK®2, VITEK® MS y Maldi Biotyper tienen procedimientos
estandarizados que fueron aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA), por lo que son una metodologia valida para la identificacion
de levaduras de importancia médica y tienen mayor aplicabilidad en analisis de rutina que
otros métodos (U.S. Food and Drug Administration, 2017; Patel, 2019).

Diagnostico diferencial

A nivel clinico, la piedra blanca se debe de distinguir de otras enfermedades que se presentan
en los vellos como: pediculosis, tricomicosis axilar, tricorrexis nodosa, tifia de la cabeza y

dermatitis seborreica (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Bonifaz Trujillo, 2020).

La onicomicosis por Trichosporon requiere el diagnéstico diferencial con otros agentes
causantes de esta patologia como dermatofitos, levaduras y otros hongos filamentosos no
dermatofitos (Gupta et al., 2020). Ademas, con enfermedades ungueales como: psoriasis,
liquen plano, traumatismo, infecciones bacterianas y dermatitis atopica (Ballesté et al., 2003;
Elewski, 1998; Gupta et al., 2020).

Por otra parte, en la micosis invasiva por Trichosporon se debe realizar un diagnostico

diferencial con otras enfermedades flngicas invasivas como: candidiasis sistémica,
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aspergilosis y criptococosis (Castano et al., 2021). También se recomienda, valorar la

posibilidad de coinfecciones con hongos, bacterias o virus (Castano et al., 2021).
Tratamiento

Para esta investigacion, los antifungicos analizados fueron los azoles (fluconazol, itraconazol
y voriconazol) y un polieno (anfotericina B). Los azoles son un grupo heterogéneo de
compuestos organicos con anillos heteropentaciclicos que tienen sustituciones de carbono
por nitrégeno unidos a otros anillos aromaéticos (Bonifaz Trujillo, 2020; Nocua-Baez et al.,
2020). Con base en el numero de nitrogenos que tenga el anillo heteropentaciclico, los
antifangicos derivados de los azoles se subclasifican en imidazoles y triazoles, que tienen un
anillo de dos y tres nitrdgenos; respectivamente (Matin et al., 2022; Nocua-Béez et al., 2020;
Pérez et al., 2021). El anillo triazélico y otras diferencias estructurales, les confieren a los
triazoles un mayor espectro de actividad, una mayor actividad antifingica y una menor
toxicidad que los imidazoles (Figura 6) (Bonifaz Trujillo, 2020; Allen et al., 2015; Pérez et
al., 2021). Ademas, estas diferencias estructurales influyen sobre su via de administracion,
puesto que generalmente, los imidazoles son de uso tépico, mientras que los triazoles se
administran en forma oral o parenteral (Bonifaz Trujillo, 2020).
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Figura 6. Estructura quimica de los antifungicos analizados en este trabajo (Tomado de
Bonifaz Trujillo, 2020)

Los triazoles de primera generacion son el itraconazol y el fluconazol y los de segunda
generacion, el voriconazol, el ravuconazol y el posaconazol (Allen et al., 2015; Bonifaz
Trujillo, 2020). El voriconazol es estructuramente similar al fluconazol, excepto porque
presenta un grupo de fluoropirimidina, en lugar de un grupo triazol, y la adicion de un grupo
metil; lo cual aumenta su afinidad por el sitio blanco (Figura 6) (Allen et al., 2015; Escobar
y Zuluaga, 2004).

El atomo de nitrogeno libre del anillo triazdlico puede unirse al &tomo de hierro del grupo
hemo de la enzima lanosterol 14 o desmetilasa; que convierte el lanosterol en ergosterol; un
componente fundamental en la membrana celular fangica (Berkow y Lockhart, 2017;
Bonifaz Trujillo, 2020; Escobar y Zuluaga, 2004). Esta unién inhibe la enzima y por ende,
inhibe la biosintesis del ergosterol, ocasionando un efecto fungistastico sobre hongos que son

susceptibles a los triazoles (Berkow y Lockhart, 2017; Bonifaz Trujillo, 2020).

Los polienos se caracterizan por ser lipofilicos y componerse de un anillo de lactona y un
anillo de 26 a 38 carbonos. La anfotericina B es macrolido poliénico del tipo heptaeno con
un residuo de micosamina (Figura 6) (Bonifaz Trujillo, 2020; Cavassin et al., 2021). Es un
farmaco de alta efectividad frente a las micosis invasivas, debido a su alta actividad
fungicida, su amplio espectro de actividad y su baja tasa de resistencia (Bonifaz Trujillo,
2020; Cavassin et al., 2021). La anfotericina B tiene poca solubilidad en agua, por lo que en
las formulaciones farmacéuticas se emplean distintos métodos para formar micelas que

aumentan la solubilidad y distribucién del farmaco (Cavassin et al., 2021).

La cadena poliénica de la anfotericina B es hidrofébica y permite que el farmaco se adhiera
al ergosterol de la membrana plasmatica de los hongos. Posterior a esta interaccion, el
farmaco induce la formacion de poros, la salida de electrolitos al medio extracelular y la lisis
y muerte del hongo (Cavassin et al., 2021; Bonifaz Trujillo, 2020). Esta porcion hidrofébica
de la anfotericina B puede adherirse, con menor afinidad, al colesterol de la membrana
plasmatica de las células humanas, por lo tanto, puede alterar el rifidn, el corazon y células
hematologicas (Cavassin et al., 2021). La formulacion convencional de este farmaco es la

anfotericina B desoxicolato, que es altamente nefrotdxica (Bonifaz Trujillo, 2020).
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Con la finalidad de disminuir su toxicidad, se desarrollaron formulaciones basadas en lipidos
que son la anfotericina B lipidica, la anfotericina B liposomal y la anfotericina B de
dispersion coloidal (esta ultima ya no es fabricada por la industria farmacéutica) (Cavassin
et al., 2021; Montagna et al., 2014). A pesar de contar con el mismo principio activo, cada
formulacién de anfotericina B tiene un perfil farmacolégico y farmacocinético distinto, que
puede influir sobre su efectividad terapéutica; incluso, se ha reportado variabilidad entre la
composicion, la cargay el tamafio de las formulaciones basadas en lipidos segun el fabricante
(Cavassin et al., 2021). Por lo tanto, ain continda en estudio el perfil farmacoldgico de estas

nuevas formulaciones y su comparacion respecto a la convencional (Cavassin et al., 2021).

A nivel de investigacion, se ha estudiado principalmente diferencias en la actividad in vivo
de la anfotericina B segun el tipo de formulaciéon y es limitada la informacién sobre
diferencias o similitudes in vitro (Montagna et al., 2014). En la metodologia del CLSI, que
es utilizada en este trabajo, se emplea anfotericina B disuelta en DMSO (dimetilsulféxido) y
se determina la susceptibilidad antifingica in vitro de hongos frente a la anfotericina B per
se (Canton et al., 2007). Montagna y colaboradores (2014) encontraron una fuerte correlacion
entre la actividad bioldgica in vitro de las formulaciones desoxicolato y liposomal de

anfotericina B frente a Candida. No se encontraron estudios similares en Trichosporon.

El perfil farmacoldgico y farmacocinético de los polienos, los azoles y otros farmacos
determina su efectividad terapéutica frente a las distintas micosis causadas por Trichosporon
(Bonifaz Trujillo, 2020). Para la piedra blanca, existen disponibles fungicidas topicos con
bicloruro de mercurio al 1 %, yodo (1-2) %, &cido salicilico al (5-10) % (incluso al 30 %),
glutaraldehido al 2 %, azufre al 6 %, disulfuro de selenio al 2 % o clorhexidina y champus,
gue son mas recomendados por su facil distribucion y que tienen compuestos activos como:
piritona de zinc, ciclopiroxolamina y derivados de azoles (Arenas Guzman y Torres
Guerrero, 2019; Bonifaz Trujillo, 2020). También, el corte de los vellos infectados es
curativo frente a esta patologia (incluido el rasurado ante una micosis superficial muy
diseminada) (Bonifaz et al., 2019; Bonifaz Trujillo, 2020).

Para el tratamiento de onicomicosis por Trichosporon se ha reportado el uso de itraconazol

(oral, combinado con tratamiento topico de urea al 40 %), mientras que de manera general
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para las micosis superficiales por Trichosporon se recomienda el uso imidazoles topicos
(Bonifaz Trujillo, 2020; Rizzitelli et al., 2016).

Ante una infeccién que no responde al tratamiento tépico, un relapso o enfermedad
superficial diseminada (que se encuentra en diferentes tipos de vello) resulta necesario el uso
de tratamiento sistémico. El més recomendado para una piedra blanca que requiera
tratamiento oral consiste en 100 mg diarios de itraconazol durante 15 a 30 dias, pero también
se reporta el uso de fluconazol (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Bonifaz Truijillo,
2020).

Ante una micosis invasiva por Trichosporon se recomienda el voriconazol como tratamiento
de primera linea, y fluconazol e itraconazol en segunda instancia (Castano et al., 2021,
Mehta, Nayyar, et al., 2021). También se ha sugerido el uso de anfotericina B en conjunto

con voriconazol, 5-fluorocitosina o micafungina (Castano et al., 2021).

Pruebas de susceptibilidad a antifangicos

Las pruebas de susceptibilidad son necesarias para el estudio de la actividad de los
antifangicos (tanto los nuevos como preexistentes) sobre el crecimiento de los hongos y para
la determinacion de aislamientos resistentes a estos. Estos métodos se basan en determinar la
CMI (concentracion minima inhibitoria), que es la concentracién mas baja de antifingico
que produce la inhibicion del 50 % de crecimiento en el caso de los tratamientos fungistaticos
(como azoles y 5-fluorocitosina) y del 100 % en los fungicidas (como anfotericina B), para
los hongos levaduriformes (Bonifaz Trujillo, 2020; Cantén et al., 2007; Salas Campos et al.,
2011).

El método de microdilucion en caldo es el estandar de oro y consiste en inocular una
concentracion constante de hongo sobre una placa de 96 pocillos con fondo plano, que
contiene antifangico diluido en varias concentraciones con DMSO y RPMI 1640 como medio
de cultivo (el término RPMI procede de las siglas en inglés Roswell Park Memorial Institute)
(Cantdn et al., 2007). Los métodos que utilizan la técnica de microdilucion en caldo son los
recomendados por CLSI (Clinical Laboratory and Standard Institute) y EUCAST (European

Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing), cuyas diferencias se encuentran en el
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Cuadro 1 (Bonifaz Trujillo, 2020; Salas Campos et al., 2011). En el caso del CLSI M27-A3,
la placa se incuba a 35°C durante 48 h (Candida spp.) o 72 h (Cryptococcus spp.) (Cantén et
al., 2007).

Cuadro 1. Comparacion de métodos de microdilucién en caldo utilizados para el estudio de

la susceptibilidad in vitro de levaduras frente a distintos antifangicos.

Caracteristica Método de microdilucion en caldo
CLsI EUCAST

Hongos para los que fue Candida y Cryptococcus Levaduras que fermentan
estandarizado el método glucosa como Candida

RPMI No contiene glucosa Suplementado con 2 %

glucosa.
Lectura Manual, se compara el Espectrofotométrica a 405,
tamafio del botdn con el 450 0 530 nm.

control de crecimiento.
Modificado de Bonifaz Trujillo, 2020; Canton et al., 2007.

Los puntos de corte de resistencia o sensibilidad fueron establecidos por CLSI y EUCAST
con base en ensayos clinicos in vivo e in vitro para predecir la probabilidad de éxito
terapéutico de un antifungico al realizar las pruebas de susceptibilidad a antifngicos
(Bonifaz Trujillo, 2020; Canton et al., 2007). Para estos métodos, los puntos de corte de
resistencia o sensibilidad solo estan definidos para candidemias y micosis orofaringeas de
pacientes VIH positivo con sus respectivos tratamientos: anfotericina B, 5-flurocitosina,
fluconazol, ketoconazol, itraconazol, caspofungina, micafungina, anidulafungina (Bonifaz
Trujillo, 2020; Cantén et al.,, 2007). Es decir, los puntos de cortes para determinar
sensibilidad o resistencia en Trichosporon no estan determinados en las pruebas de
susceptibilidad a antifungicos de CLSI o EUCAST (Mehta, Nayyar, et al., 2021).

Otro aspecto que supone un reto para analizar la susceptibilidad antifungica in vitro de

aislamientos clinicos de Trichosporon es la gran variabilidad de los resultados obtenidos
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entre los distintos investigadores, en antifingicos como la anfotericina B y el fluconazol (de
Almeida Junior y Hennequin, 2016; Malacrida et al., 2021, Sprute et al., 2022). A pesar de
esto, a nivel global se ha analizado la susceptibilidad antifungica in vitro de este hongo
tomando como referencia los puntos de corte establecidos para Candida, y en conjunto con
los resultados obtenidos en distintos estudios epidemiolégicos; se ha podido dilucidar los
patrones de susceptibilidad de este hongo frente a los distintos antifngicos comercialmente
disponibles (de Almeida Junior y Hennequin, 2016; Malacrida et al., 2021, Sprute et al.,
2022).

Ante una micosis invasiva por Trichosporon, no se recomienda la monoterapia con 5-
fluorocitosina o equinocandinas, por su limitada actividad antimicrobiana contra este hongo
que se observado en los analisis in vitro (Mehta, Nayyar, et al., 2021). Los aislamientos de
Trichosporon muestran CMIs altas frente a equinocandinas (CMls entre 4-128 pg/ml) y 5-
fluorocitosina (CMIs mayores 16 pg/ml) y se consideran poco susceptibles frente a estos
farmacos (de Almeida Junior y Hennequin, 2016; Mehta, Nayyar, et al., 2021).

Se ha reportado de manera in vitro que los aislamientos de T. asahii son altamente
susceptibles a los triazoles (especialmente al voriconazol) y muestran una susceptibilidad
variable frente a la anfotericina B, e incluso frente a algunos triazoles como el fluconazol (de
Almeida Junior y Hennequin, 2016; Guo et al., 2011; Malacrida et al., 2021; Mehta, Nayyar,
etal., 2021; Sprute et al., 2022). La literatura cientifica expone que el perfil de susceptibilidad
de T. inkin y T. mucoides/T. dermatis no exhibe tanta variabilidad fenotipica frente a
anfotericina B (de Almeida Janior and Hennequin 2016). Por otra parte, los resultados
obtenidos de PSA para T. mucoides/dermatis frente a fluconazol han resultado tener un rango
alto entre las diferentes investigaciones (0,25 mg/L a 7 mg/L). Mientras que el perfil de
susceptibilidad de T. inkin frente al fluconazol se encuentra en (2 a 2,74) mg/L (de Almeida
Junior and Hennequin 2016). Hasta la fecha, no se han realizado estudios de la
susceptibilidad antifngica in vitro de aislamientos clinicos de Trichosporon obtenidos de

micosis en Costa Rica, por lo que se desconoce su CMI frente a los distintos antifingicos.
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Metodologia

1.1 Aislamientos de Trichosporon
Se analizaron 17 aislamientos de Trichosporon preservados en la Micoteca de la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica (VI-B7732) que fueron depositados entre los
afios 1995 y 2021. Los datos demograficos de estos aislamientos se encuentran en el Cuadro
4 (Anexos). Los ejemplares se mantuvieron en tubos con MSG a temperatura ambiente (20
—30°C).

1.2 ldentificacion de los aislamientos de Trichosporon
Se evaluo la pureza de los ejemplares y su respectiva identificacion hasta el taxon de género
mediante el andlisis de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los ejemplares
en MSG. Las caracteristicas macroscépicas se observaron de manera visual directamente del
tubo (descripcién de la morfologia colonial al anverso y al reverso) y las caracteristicas
microscopicas mediante la observacion en lactofenol azul con microscopia de luz a 40X
(Gross y Salas, 2012).

Seguidamente, los aislamientos fueron subcultivados en agar urea de Christensen para
evaluar la produccion de ureasa (Gross y Salas, 2012). Finalmente, los aislamientos de
Trichosporon se identificaron hasta el taxon de especie con los equipos VITEK®2

(bioMérieux, Marcy-L’Etoile, Francia) y Maldi Biotyper (Bruker® Daltonics, Alemania).

1.3 Pruebas de susceptibilidad in vitro a los antifungicos: anfotericina B, voriconazol,
itraconazol y fluconazol.

Se utilizo el método de microdilucion en medio liquido para determinar la concentracion
minima inhibitoria de anfotericina B, voriconazol, itraconazol y fluconazol. La CMI se
determind de acuerdo con las especificaciones del Método de Microdilucion en Caldo M27-
A3 para hongos levaduriformes de la CLSI mencionado por Cantén et al., 2007. Como
controles se utilizaron cepas Candida parapsilosis ATCC 22019 y Candida krusei ATCC
6258.
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Las concentraciones finales de los antifangicos fueron: 16 — 0,03 pg/mL para anfotericina B,
itraconazol y voriconazol (Royal Pharm, Hangzhou, China), 128 — 0,25 ug/mL para
fluconazol (Laboratorios Stein SA, Costa Rica). Se uso el diluyente DMSO (Sigma
Chemicals, Co., St. Louis, Mo, EEUU). Para la preparacion del inéculo se partieron de
subcultivos de Trichosporon en MSG de 24 h incubados a temperatura ambiente. A partir de
cada aislamiento, se prepard una suspension hasta la turbidez de 0,5 en escala McFarland en
solucidn salina estéril 0,85 %. Seguidamente, se realizé una dilucion 1/1000 con RPMI, que
se uso para inocular las microplacas con cada antifungico. Las placas se incubaron a 35 °C

sin agitacion durante 48 a 72 horas o hasta que se observara crecimiento en el pocillo control.

Luego de la incubacion, se determind la CMI mediante una lectura visual del tamafio del
botdn de levaduras. La CMI es la concentracion mas baja que produce la inhibicién del 50 %
de crecimiento en el caso de los tratamientos fungistaticos y del 100 % en los fungicidas,

comparado con el botén observado en el control de crecimiento.

Para analizar los resultados obtenidos se utilizé el programa SPSS para Windows, version 21
(SPSS Inc., Chicago, I, EEUU). Se determiné la media geométrica, el rango de las CMIs 'y
para cada antifungico: la CMlso y la CMIgg (que corresponden a la concentracion minima de
antifangico que inhibe el crecimiento del 50 % y 90 %; respectivamente, de las cepas
analizadas). Posteriormente, se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) para comparar 1os

valores de las CMIs entre los diferentes antifungicos.
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Resultados
Identificacion bioquimica y protedmica

Se determind que el 70,6 % de los 17 aislamientos analizados eran 7. asahii (n = 12).
También, se identifico un aislamiento de 7. mucoides y otro (del género Trichosporon) que
ninguno de los métodos pudo clasificar a nivel de especie. Por otro lado, dos de los
aislamientos, depositados como Trichosporon sp., presentaron micelio sumergido en el MSG
y se caracterizaron dentro del género Candida. Un aislamiento, también previamente
identificado como Trichosporon sp., presentd colonias mucoides, de aspecto lechoso, no
pigmentadas, al cual se le observaron blastosporas mediante el microscopio; este se identificd

dentro del género Cryptococcus (Cuadro 2).

Cuadro 2. Identificacion morfoldgica, bioquimica y protedmica de aislamientos clinicos

caracterizados previamente como Trichosporon spp. en laboratorios clinicos de Costa Rica

(n=17).

Numerode  Identificacion  Prueba urea Identificacion Identificacion
aislamientos morfologica de (VITEK®2y propuesta
Christensen MALDI-TOF)
12 Trichosporon Positivo T. asahii T. asahii
sp.
1 Trichosporon Positivo Trichosporon sp.  Trichosporon sp.
sp. (especie no (especie no
identificada) identificada)
1 Trichosporon Positivo T. mucoides T. mucoides
sp.
1 Levadura Positivo Cryptococcus Cryptococcus
neoformans neoformans
1 Candida sp. Negativo Candida famata  Candida famata
1 Candida sp. Negativo Candida ciferii Candida ciferii

41



Distribucion anatémica

De los 12 aislamientos identificados como 7. asahii, seis fueron aislados de ufias en los
miembros inferiores o superiores, tres se detectaron en el cabello y se obtuvo un aislamiento
de cada una de las siguientes muestras: biopsia de higado, aspirado endotraqueal y orina. La
cepa de T. mucoides se obtuvo de una secrecion peritoneal; y la de Trichosporon sp. (especie

no identificada) de un paciente con piedra blanca (Cuadro 4, Anexos).

Pruebas de susceptibilidad a antifingicos (PSA)

Los aislamientos de Trichosporon fueron susceptibles a los distintos antifingicos analizados.
Es decir, se observo una inhibiciodn total o parcial in vitro del crecimiento de los aislamientos
de Trichosporon frente a la anfotericina B, al fluconazol, al itraconazol y al voriconazol

(Cuadro 3).

El grado de susceptibilidad fue variable, ya que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las CMIs de los antifingicos analizados (F = 17,864; gl = 3; p < 0,001).
Al realizar la prueba post Hoc de Tukey los antifiingicos fueron agrupados en dos grupos: en
el primero se colocd a la anfotericina B, el itraconazol y el voriconazol; y en el segundo grupo
al fluconazol; donde se presentaron las CMIs mas altas. Un aislamiento presenté una CMI

mayor que 1 pg/mL en anfotericina B (CMI = 1,50 pg/mL) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Patrones de susceptibilidad de 14 aislamientos clinicos de Trichosporon spp.,

provenientes de diversos sitios anatdmicos.

Antifungico Concentracion minima inhibitoria (ug/mL)
Promedio CMI Rango CMlso CMloo
+ DE
Anfotericina B 0,53 +£0,42 0,06 — 1,50 0,38 1,25
Fluconazol 1,98 £ 1,46 0,25 - 4,00 2,00 4,00
Itraconazol 0,291 £ 0,15 0,03 -0,50 0,25 0,50
\Voriconazol 0,07 £ 0,04 0,03-0,13 0,06 0,13

CMI: Concentracion minima inhibitoria.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las CMIs de los
antifungicos analizados dependiendo del tipo de presentacion clinica (micosis superficiales
y sistémicas) (anfotericina B [t =-0,396; gl = 12; p = 0,699], fluconazol [t =-0,151; gl = 12;
p = 0,883], itraconazol [t = 0.665; gl = 12; p = 0,518] y voriconazol [t =-0,043; gl = 12; p =
0,966]). El numero de aislamientos de 7richosporon no asahii fue escaso, por lo que no se

analizaron diferencias estadisticas de la PSA entre especies.
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Discusion
Identificacion bioquimica y proteémica

De los 14 aislamientos con identificacion confirmada dentro del género Trichosporon, la
especie T. asahii se encontré6 en mayor proporcion, lo cual es concordante con la
epidemiologia global, ya que esta la especie mas frecuentemente aislada de micosis invasivas
causadas por Trichosporon y una de las principales especies del género que causan
onicomicosis (Almeida Junior y Hennequin, 2016; Francisco et al., 2019; Mehta, Nayyar, et
al., 2021; Montoya y Gonzélez, 2014).

A pesar de que, los métodos utilizados en este trabajo (VITEK®2 YST y Maldi Biotyper)
permiten identificar a un menor nimero de las especies de Trichosporon, en comparacion
con analisis moleculares o genémicas, se considera que la identificacion a nivel de especie
realizada en este trabajo es valida, ya que los equipos VITEK®2 y Maldi Biotyper cuentan
con procedimientos estandarizados para la identificacion de levaduras de importancia
médica, que fueron aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) (Ahmad et al., 2005; bioMérieux, 2018; Chagas-Neto et al., 2009;
Colombo et al., 2011; de Figueiredo et al., 2014; Guo et al., 2011, 2019; Patel, 2019; U.S.
Food and Drug Administration, 2017). Ademas, estos equipos se cuentan con parametros
cuantitativos (como el log score y el nivel de confianza) que permitieron reportar la especie
de los aislamientos analizados en este trabajo con un alto nivel de confianza (de Figueiredo
et al., 2014; Parashar et al., 2022).

No obstante, el alcance de la base de datos actualmente disponibles en los equipos de
VITEK®2 y Maldi Biotyper limita el nimero de especies que se pudieron identificar; de
hecho, un aislamiento de Trichosporon no pudo ser identificado a nivel de especie (Cuadro
2). Posiblemente, esto se deba a la presencia de una cepa de T. asahii, T. inkin o T. mucoides
que exprese un fenotipo atipico; o a una especie de Trichosporon no incluida en las bases de
datos y con un fenotipo discrepante al de estas tres especies. Por lo tanto, se recomienda que

en estudios posteriores también se utilicen técnicas moleculares y genémicas.

Ademas de los sistemas automatizados de identificacion, la prueba de la ureasa resulto de

gran relevancia en este trabajo para confirmar el género de los aislamientos. 7richosporon'y
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Cryptococcus son urea positivos, mientras que Candida es urea negativo (Colombo et al.,
2011; Gross y Salas, 2012; Pérez et al., 2002). Esta informacién concuerda con los fenotipos

observados durante el trabajo experimental (Cuadro 2).

Distribucion anatémica

La mayoria de los aislamientos analizados de Trichosporon se aislaron a partir de
onicomicosis y solo una se obtuvo a partir de un urocultivo. Esta distribucion anatémica es
atipica, ya que, la orina es la principal muestra de la cual se aisla a este patdgeno, precedida
por la sangre (Ahmad et al., 2005; Arabatzis et al., 2014; Colombo et al., 2011; Francisco et
al., 2019; Lietal., 2020). Mientras que, el sistema tegumentario representa un bajo porcentaje
de las muestras de donde se aisla a Trichosporon (Francisco et al., 2019, 2021; Li et al.,
2020).

Las cepas disponibles para este estudio fueron depositadas en la Micoteca de la Facultad de
Microbiologia por funcionarios del laboratorio clinico que tomaron muestras de lesiones
superficiales (piel y ufias), principalmente. También, algunos aislamientos se obtuvieron de
micosis superficiales y sistémicas, que fueron enviados por profesionales en Microbiologia
de manera altruista. Por lo tanto, no es posible dilucidar si la distribucion atipica observada
concuerda realmente con el panorama nacional, o si es producto de analizar una muestra

sesgada.

Dos de los aislamientos que se aislaron a partir de onicomicosis, fueron depositados como
Trichosporon sp., y se identificaron como C. famata y C. ciferii en el presente trabajo.
Ademas, se detectd una caracterizacion incorrecta de C. neoformans. Si bien, se desconocen
los métodos de identificacion de estos aislamientos en los laboratorios clinicos; es importante
recalcar que, en nuestro pais, los analisis pertinentes a la Micologia Médica tienen grandes
oportunidades de mejora; en comparacion con los demas examenes realizados en los
laboratorios clinicos del pais (Céspedes, 2022). Las tres identificaciones erroneas
evidenciadas; en conjunto con el posible sub-registro de algunas infecciones urinarias
causadas por Trichosporon, no son situaciones excepcionales. Por el contrario,

probablemente ocurren con bastante frecuencia.
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Un falso negativo puede ocurrir cuando se descarta un crecimiento microbiano en un corto
lapso (generalmente, los hongos requieren un tiempo de incubacién mayor que el de las
bacterias), cuando el agente etiolégico fungico que crece en los medios de cultivo es
catalogado como un contaminante o como parte de una eubiosis, 0 cuando no se disponen de
medios de cultivo que permitan identificar un aislamiento fingico que estd siendo
enmascarado por un agente etiol6gico bacteriano o un contaminante (Rezusta Lopez et al.,
2007, Gross y Salas, 2012). Por el contrario, un falso positivo de una micosis por
Trichosporon, como el que ocurri6 en las identificaciones erréneas, generalmente sucede
cuando no se logra observar alguna estructura caracteristica de un género fungico, esta
situacion puede reducirse al utilizar varias técnicas de identificacion de forma simultanea
(Pérez et al., 2002; Raja et al., 2017). Ambos escenarios limitan la resolucién del cuadro
clinico en los pacientes, en el primero no se identifica al hongo por lo que posiblemente no
se administre un tratamiento antifingico; mientras que en el segundo; se programa un

esquema terapéutico en funcion de un agente etioldgico incorrecto.

Pruebas de susceptibilidad a antifingicos (PSA)

Actualmente, no se han definido puntos de corte para determinar si un aislamiento de
Trichosporon es sensible o resistente a los diferentes antifingicos (Mehta, Chander, et al.,
2021; Sprute et al., 2022). Esto limita la utilidad de estos ensayos para predecir el éxito
terapéutico cuando se analizan aislamientos clinicos de Trichosporon (Sprute et al., 2022).
Sin embargo, los procedimientos descritos por la CLSI y/o EUCAST permiten obtener datos
epidemiol6gicos para monitorear la susceptibilidad in vitro a antifangicos, detectar posibles
cambios en el tiempo y ademas, brindan resultados relevantes para el disefio de esquemas de
tratamiento (Francisco et al., 2019; Hoenigl et al., 2022; lturrieta-Gonzélez et al., 2014;
Mehta, Nayyar, et al., 2021).

En la presente investigacion, mediante la prueba estadistica post Hoc de Tukey se obtuvieron
dos grupos de antifingicos estadisticamente diferentes: en el primero se coloco a la
anfotericina B, el itraconazol y el voriconazol; y en el segundo grupo al fluconazol; donde se

presentaron las CMIs maés altas.
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Se ha reportado un patron de susceptibilidad en otros paises similar al observado en este
trabajo. En China, se analizaron 48 aislamientos clinicos de Trichosporon y se report6 que el
voriconazol, el itraconazol y la anfotericina B fueron los antifngicos con las CMIs més bajas
(La media geométrica de CMI para voriconazol fue 0,12 pg/ml; para el itraconazol: 0,66
ug/ml; y para la anfotericina B: 1,09 pg/ml) (Guo et al., 2011). Mientas que, en el tratamiento
con fluconazol se obtuvieron las CMIs mas altas (Media geometrica: 3,97 pg/ml) (Guo et al.,
2011).

En Grecia, un estudio determin6 un fenotipo de susceptibilidad similar al obtenido. Se
realizaron pruebas de susceptibilidad a antifungicos a 42 aislamientos clinicos de T. asahii.
Las CMIs de anfotericina B, itraconazol, posaconazol y voriconazol fueron estadisticamente
equivalentes; y menores a las obtenidas para el fluconazol (Arabatzis et al., 2014). Ademas,
en la India se report6 un patrén de susceptibilidad de Trichosporon diferente al obtenido en
este trabajo, ya que los antifingicos con CMIs bajas fueron voriconazol y posaconazol, y el
grupo de antimicrobianos con CMIs altas incluyé a la anfotericina B y el fluconazol (Mehta,
Chander, et al., 2021).

Los aislamientos analizados de Trichosporon presentaron una alta susceptibilidad frente a
anfotericina B. El perfil de susceptibilidad de Trichosporon frente este antifungico es
ampliamente heterogéneo y variable a nivel global (de Almeida Janior y Hennequin, 2016;
Guo et al., 2011; Malacrida et al., 2021; Sprute et al., 2022). Por ejemplo, se han reportado
cepas de Trichosporon con una susceptibilidad a la anfotericina B similar a la obtenida en
este trabajo, en algunos paises de Asia y Norteamérica (China, Estados Unidos y Tailandia);
donde la CMIsg fue igual 0 menor a 1 pg/ml (de Almeida Junior y Hennequin, 2016; Guo et
al., 2011, 2019; Mekha et al., 2010; Paphitou et al., 2002; Thompson et al., 2009; Tsai et al.,
2012). Mientras que, también, se han evidenciado cepas de Trichosporon con una baja
susceptibilidad a la anfotericina B en Latinoamérica y Europa (Brasil, México y Grecia);
donde la CMlsp fue mayor a 2 pg/ml (Arabatzis et al., 2014; de Oliveira Silva et al., 2008;
Iturrieta-Gonzaélez et al., 2014; Lemes et al., 2010; Montoya et al., 2015). A pesar de que los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la anfotericina B tiene una alta actividad
antifngica contra Trichosporon, esta heterogeneidad fenotipica reportada por otros autores

también debe ser considerada en el disefio de esquemas de tratamiento (Sprute et al., 2022).
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Respecto a los hallazgos obtenidos con los azoles, el voriconazol fue el antifingico en donde
se observaron los valores mas bajos de CMIso, CMloo, y media geométrica (Cuadro 3). Esta
evidencia sugiere que el voriconazol podria ser el antifingico mas efectivo contra las micosis
sistémicas causadas por Trichosporon a nivel nacional; lo cual concuerda con los resultados
in vitro e in vivo de otros investigadores, quienes recomiendan el voriconazol como primera
linea de tratamiento ante una micosis sistémica causada por este hongo (de Almeida Junior
y Hennequin, 2016; Foster et al., 2018; Malacrida et al., 2021; Sprute et al., 2022). Es
importante mencionar que el uso combinado de voriconazol con anfotericina B no produce
una mejoria clinica estadisticamente superior a la monoterapia con algunos de estos
antifungicos (Li et al., 2020).

En este trabajo se obtuvo una CMlsp de 0,60 pg/ml del voriconazol frente a los 14
aislamientos de Trichosporon, lo cual es concordante con otras investigaciones a nivel
mundial; quienes reportan un resultado igual o menor al obtenido en este trabajo (Francisco
et al., 2019; Hazirolan et al., 2013; Thompson et al., 2009).

El itraconazol fue agrupado dentro del grupo de antifungicos con alta actividad inhibitoria
del crecimiento in vitro contra Trichosporon y para este se obtuvo una CMlso de 0,25 ug/ml
(Cuadro 3). La susceptibilidad de los aislamientos analizados de Trichosporon frente al
itraconazol es mayor a la reportada por otros autores a nivel global; quienes reportaron
valores de CMIso iguales o mayores a 1 pg/ml (Guo et al., 2019; Metin et al., 2005; Wolf et
al., 2001). Las cepas de Trichosporon presentan una susceptibilidad intermedia al
itraconazol; que es menor para el voriconazol y mayor ante otros antifingicos (como las
equinocandinas) (Hazirolan et al., 2013; Mehta, Nayyar, et al., 2021; Metin et al., 2005). Por
esta razon en la literatura, se ha sugerido al itraconazol como segunda linea de tratamiento

frente una micosis causada por Trichosporon (Castano et al., 2021).

El fluconazol fue el antifingico donde se obtuvieron las CMIs mas altas. Sin embargo, los
puntos de corte del CLSI son mayores para el fluconazol; en comparacion con otros agentes
antimicrobianos (Canton et al., 2007), por lo que estos valores altos de CMIs no indican que
la susceptibilidad de los aislamientos analizados de Trichosporon frente al fluconazol sea
menor que a la de los otros antifingicos estudiados, y tampoco sugieren que, la

administracion de este antifungico frente a una micosis por Trichosporon logre un menor

48



éxito terapéutico. En realidad, los resultados obtenidos indican que los aislamientos
analizados de Trichosporon presentan una alta susceptibilidad al fluconazol; a pesar de que
en este antifungico se hayan determinado las CMIs mas altas. De hecho, el fluconazol es uno
de los tratamientos mas frecuentemente utilizados ante una micosis sistémica causada por
Trichosporon (de Almeida Junior y Hennequin, 2016). Ademas, se han logrado resultados
favorables en pacientes al utilizarlo de manera conjunta con antifingicos como anfotericina
B o voriconazol (Castano et al., 2021; K. Itoh et al., 2021).

Algunas investigaciones que realizaron PSA a aislamientos clinicos de Trichosporon también
han obtenido las CMIs mas altas en el fluconazol; cuando se compara con otros triazoles y
con anfotericina B (Arabatzis et al., 2014; Francisco et al., 2021; Guo et al., 2019; Wolf et
al.,, 2001). Sin embargo, también se han reportado cepas de Trichosporon con una
susceptibilidad similar entre el fluconazol, el itraconazol o la anfotericina B (Mehta, Nayyar,
etal., 2021).

Para este hongo también se reporta el fendmeno de heterogeneidad fenotipica frente el
fluconazol (es decir, CMIs muy variables) (de Almeida Junior y Hennequin, 2016; Malacrida
etal., 2021). De hecho, en la presenta investigacion el fluconazol fue el antifungico donde se

obtuvo la mayor desviacion estandar (Cuadro 3).

En los resultados obtenidos se determind que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las CMIs de los antifingicos analizados dependiendo del tipo de
presentacion clinica. Esta informacion es congruente con lo reportado por Francisco y
colaboradores (2021), quienes analizaron 284 muestras clinicas de Trichosporon en Brasil y
no encontraron diferencias estadisticamente significativas de las PSA entre los diferentes

sitios anatémicos.

Los aislamientos analizados de Trichosporon muestran un perfil de susceptibilidad a
antifangicos similar al de levaduras del complejo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus
gattii aisladas en territorio nacional. Las cepas analizadas de Trichosporon en este trabajo
tuvieron una alta susceptibilidad al fluconazol, en donde se determiné una CMlso de 2,00
pg/mL y un rango CMI de (0,25 — 4,00) pg/mL (Cuadro 3). Asimismo, también se han

reportado aislamientos clinicos del complejo C. neoformans/C. gattii obtenidos en Costa
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Rica (n = 74), sensibles al fluconazol (CMI < 8 pg/mL), y con una CMlso de 0,25 pg/mL

frente al mismo (Jaikel-Viquez et al., 2018).

Por el contrario, se han evidenciado cepas de Candida parapsilosis obtenidas en nuestro pais
(n = 69) con una CMlsg de 1,50 pg/mL frente al fluconazol; en donde el 29 % de los
aislamientos fueron resistentes a este antifungico (CMI > 8 pug/mL) (Villalobos-Castro et al.,
2020). En el estudio de Villalobos-Castro et al. (2020), ningun aislamiento tuvo una CMI
mayor a 1 pg/mL frente a la anfotericina B, mientras que en la presente investigacion se

detect6 una cepa de Trichosporon con esta caracteristica (Cuadro 3).

La susceptibilidad de los aislamientos analizados de Trichosporon frente al itraconazol es
notablemente mayor a la reportada en cepas de Fusarium solani obtenidas en nuestro pais (n
= 29) (Sequeira-Oviedo et al., 2017). Las cepas analizadas de Trichosporon en este trabajo
mostraron una CMlso de 0,25 pg/mL frente al itraconazol. Mientras que, a estos aislamientos
de F. solani provenientes de onicomicosis se les reportdé una CMlso mayor a 16 pug/mL frente

a este mismo antifangico (Sequeira-Oviedo et al., 2017).
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Conclusiones

En los aislamientos clinicos estudiados, se identificaron a T. asahii, T. mucoides y una cepa
de Trichosporon que no pudo ser identificada a nivel de especie como los agentes etioldgicos
de algunas micosis superficiales y sistémicas en la poblacién costarricense. La especie

predominante fue T. asahii, lo cual concuerda con la epidemiologia global.

Se evidencié una identificacion erronea de tres aislamientos clinicos, que es un hallazgo de
relevancia médica, ya que este incidente puede limitar la resolucién del cuadro clinico en los

pacientes de nuestro pais que presentan una micosis por hongos diferentes a Trichosporon

Spp.

Los aislamientos analizados de Trichosporon presentaron una susceptibilidad alta a la
anfotericina B, al fluconazol, al itraconazol y al voriconazol. A pesar de que no se cuentan
con puntos de corte, es posible afirmar que la resistencia de los aislamientos estudiados a

estos antifingicos no deberia representar un problema de gran importancia clinica.

El voriconazol es el antifungico que podria tener mayor efectividad terapéutica frente a una

micosis causada por Trichosporon en los pacientes de nuestro pais.
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ANEXos

Cuadro 4. Datos demogréaficos de los 17 aislamientos analizados en este estudio, obtenidos

de micosis superficiales y sistémicas de pacientes en laboratorios clinicos de Costa Rica entre

1995y 2021.
Afio Sitio Anatomico Lugar Sexo Edad Identificacion
propuesta
1995  Cabello (piedra blanca) HCG - -- T. asahii
1996 Ufias de pies HCG - -- T. asahii
1995  Cabello (piedra blanca) HMX - -- T. asahii
2003 Biopsia de higado - - -- T. asahii
2003 -- HCG -- -- Cryptococcus
neoformans
2007  Cabello (piedra blanca) HCG - -- T. asahii
2016 Aspirado endotraqueal H Trauma Masculino 53 T. asahii
2017 Ufas de pies UCR Masculino 66 T. asahii
2017 Ufas de pies UCR Femenino 60 T. asahii
2018 Ufias de pies Cartago -- -- Candida
famata
2018 Ufas de pies UCR Masculino 38 Candida
ciferii
2018 Ufias de pies HCG Masculino 32 T. asahii
2019 Ufias de pies UCR Femenino 66 T. asahii
2021 Ufas de manos H Trauma Masculino 34 T. asahii
2021 Orina Guépiles  Masculino 47 T. asahii
- Cabello (piedra blanca) Puntarenas Femenino 7 Trichosporon
- Secrecion peritoneal HNN Masculino -- T. mucoides

HCG: Hospital Dr. Rafael Angel Calderon Guardia, HMX: Hospital México, UCR:

Universidad de Costa Rica, H. Trauma: Hospital del Trauma, HNN: Hospital Nacional de

Nifos. Se desconocen algunos datos demograficos, estos se indican con doble guion (--).
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