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HBSTRACT

Las onicomicosis son enfermedades cau-
sadas por hongos dermatofitos y también por
distintas especies de candidas que afectan a
las uias de los pies. Un nuevo método que uti-
liza un medio diferencial selectivo, Brilliance™
Candida Agar (anteriormente Oxoid Chromogenic
Candida Agar (OCCA)) facilita el rapido aisla-
miento e identificacién de distintas especies
de candida de interés clinico. Este método esta
basado en los distintos colores que, segiin la
especie, produce la colonia crecida en placa
por metabolismo de los componentes de dicho
medio. Es un medio qtil por la aparicion cada
vez mas frecuente de especies de levaduras
distintas a C. albicans que permite una identi-
ficacion rapida, sencilla y aplicable a la Clini-
ca de Podologia. La importancia de conocer
la especie infectante radica en la posibilidad
de ajustar o modificar el tratamiento si identifi-
camos alguna levadura con resistencia natural
a farmacos azélicos (ketoconazol), como es el
caso de C. krusei y asi poder utilizar un antimi-
cético alternativo.

En el presente trabajo se muestran los resul-
tados obtenidos de la aplicacién de este méto-
do en las muestras recibidas en el Servicio de
Diagnostico Molecular de la Clinica Podolégica
de la UEx durante el afio 2009, mostrando la
incidencia de las distintas especies. Los resul-
tados muestran una mayor presencia de C. pa-
rapsilosis (42%) y C. glabrata (40%) frente a C.
tropicales (4%), C. krusei (4%) y C. albicans (4%)
que no se aislan con tanta frecuencia.

PALABRAS CLAUE

Onicomicosis, Especies Candida, Método
Colorimétrico, Cultivos en Placa.

Onicomicosis are pathologies caused by
dermatophytos and by different species of Can-
dida. They affect the nail of the foot. A method
including a selective differential medium, Bri-
lliance™ Candida Agar (formerly Oxoid Chromoge-
nic Candida Agar, OCCA), facilitates fast isolation
and identification of different species of clinic
interest. This method is based in different colo-
urs produced by the metabolism of specific spe-
cies of Candida. Nowadays, this is very useful
method due to the more frequent apparition of
candidas which are different to C. albicans. This
kind of medium allows us rapid, simple and
applicable identification to Podologist in their
Clinics. It is important to know the infecting spe-
cie in order to adjust the treatment depending
on the isolated specie. As there are some spe-
cies with natural resistance to ketoconazol, like
C. krusei, when we isolate it, we have to offer an
alternative antimicotic treatment.

In the present work we show the results ob-
tained in the application of this method to sam-
ples received at the Molecular Diagnostic Unit
of the Clinic of Podology at Extremadura Uni-
versity during 2009. We show the incidence and
distribution of the different species with a high
presence of C. parapsilosis (42%) and C. glabrata
(40%) in comparison with C. tropicales (4%), C.
krusei (4%) and C. albicans (4%), which are not
isolated with high frecuency.

KEY LORDS

Onicomycosis, Candida sp., Colorimetric
method, Petri Dish Culture.
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ITRODUCCION

Las infecciones flingicas, en especial las causa-
das por levaduras, han incrementado su incidencia
en los Ultimos afios debido al aumento de pacientes
inmunocomprometidos®*, donde se comportan como
oportunistas, y al mayor nimero de cepas de levadu-
ras resistentes a los antifingicos' "> .

Las levaduras son microorganismos comensales
que pueden llegar a ser patégenos y producir infec-
ciones oportunistas que afectan a pacientes diversos
como inmunodeprimidos, diabéticos, pacientes con
alteraciones dérmicas®. En el caso de las onicomico-
sis, las levaduras, junto a los hongos dermatofitos,
suelen presentar un papel etiolégico destacado'® .
Por ello, la utilizacién de un método que facilite el
rapido aislamiento e identificacién de las distintas
especies de levaduras, representadas en su mayoria
por el género Candida, puede contribuir a un mejor
manejo clinico, asf como al ajuste del tratamiento en
funcién de la especie de levadura aislada.

En este sentido se han presentado por diversas
casas comerciales, medios de cultivo colorimétricos,
que incluyen componentes que, de forma especifica,
reaccionan con las distintas colonias dando lugar a
una coloracién tipica de cada especie® '*?°. Con el
objeto de evaluar esta tecnologfa, nuestro grupo ha
aplicado el medio cromogénico O.C.C.A. (Oxoid) para
el diagndstico en pacientes que acuden a la Clinica
Podolégica Universitaria de la UEx con sospecha de
micosis, y de este modo, identificar y conocer la dis-
tribucién de las levaduras aisladas en nuestra pobla-
cién.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha desarrollado en la Clinica Podo-
l6gica Universitaria de la UEx, con las muestras reci-
bidas en el Servicio de Diagndstico adscrito a dicha
clinica. Se han tomado muestras consecutivas de fre-
sado y/o trozos de ufia en 100 pacientes con sospecha
de infeccién flingica Gingela (Figura, 1) y se ha proce-
dido al cultivo para de-
terminar la presencia
de dermatofitos, asf
como levaduriformes.
El medio inicial fue
Agar Sabouraud con
cloranfenicol, y Agar
Sabouraud con Cloran-
fenicol y ciclohexidina
que es selectivo para
aislar dermatofitos y
levaduras y posterior-
Figura 1. Ufia con sospecha de onicomicosis. ~ mente los cultivos que
mostraron crecimiento de levaduriformes (Figura, 2)
se subcultivaron en un nuevo método que utiliza un
medio diferencial selectivo, Brilliance™ Candida Agar
(antiguo Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA),
bien en cultivo directo o por subcultivo de colonias
levaduriformes. Este es un medio que emplea dos
cromdgenos para la diferenciacién de las colonias de
C. albicans (verdes) de las de C. tropicalis (azul oscuro)
(Figura, 3), C. krusei (rosado marrdn) (Figura, 4), de C.
parasilopsis (café, marrén) (Figura, 5), C.glabrata (colo-
nias beige, amarillo), en una sola incubacién.
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Figura 2. Placa de AGAR

Saburao-+cloranfenicol, con colonias
arecidas de Cdndida sp.

Figura 3. Colonias de C. trapicalis crecidas
en medio cromogénico mostrando un
carasterfstico color azulado.

Figura 5. Colonias de C. parapsilosis
crecidas en medio cromogénico que
muestran un fono marrén oscuro.

Figura 4. Colonias de C. krusei crecidas
en medio cromogénico que muestran un
tono marrdn rosado.

Nos permite identificar 5 tipos de especies y en
caso de duda o falta de identificacién contamos con
la colaboracién del Hospital Virgen del Puerto que
cuenta con tarjetas de identificacién de levaduras
Vitek-YST (BioMerieux®) para identificacion definiti-
va. Hemos sembrado 100 muestras de pacientes con
sospecha de infeccién flngica, que fueron subcultiva-
das en medio Brillance. Sélo 30 muestras permitieron
aislar colonias de levaduras, el resto de las muestras
fue positivo para dermatofito o, bien, negativo.

RESULTADOS

De las 100 muestras, se obtuvieron 30 muestras
positivas para Candida sp, contando con 35 cepas ais-
ladas, que corresponden a C. albicans; (4%), C. tropicales
(4%) (Figura, 3), C. krusei (4%) (Figura, 4), C. glabrata;
(40%) y C. parasilopsis, (42%) (Figura, 5), y el resto de las
especies como Candida sp (6%). Los porcentajes estan
recogidos en la gréfica de la Figura 6.
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Figura 6. Grdfica que representa los porcentajes obtenidos de las diferentes colonias
aisladas en las muestras procesadas.

A la vista de los resultados podemos afirmar que
la especie que se afsla con mayor frecuencia en las
muestras procedentes de de la atencién podoldgica,
todas ellas provenientes de raspado y/o corte de ufias
del pie, es C. parapsilosis seguida muy de cerca por C.
glabrata que destacan con gran diferencia en el niime-
ro de aislamientos frente al resto de especies.

Asi mismo, cabe destacar de los resultados ob-
tenidos, la importancia de distinguir el aislamiento
de C. krusei (Figura 4) que, aunque no muy frecuente
(4%), hay que tenerlo en cuenta a la hora de instaurar
un tratamiento eficaz y poder obtener la cura de la
ufia afectada.
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CON UN METODO COLORIMETRICO
APLICADO AL DIAGNOSTICO EN PODOLOGIA

DICUSION

La aplicacién al laboratorio de Microbiologfa, o
bien a la Consulta de Podologia de medios de cultivo
diferenciales, como el propuesto en este estudio, nos
permite una serie de ventajas como son la rapidez
en el crecimiento y obtencién de resultados de iden-
tificacién presuntiva en 48 horas, sin requerir mucha
experiencia ni recursos técnicos® 122,

Los medios de cultivos diferenciales son méto-
dos basados en la deteccién de actividad enzimética.
Contienen una serie de medios que se han enrique-
cido con sustratos cromogénicos o fluorogénicos y
que permiten poner de manifiesto la presencia de un
grupo de enzimas del hongo. Los que utilizan sustra-
tos fluorogénicos detectan beta-galactosaminidasa y
requieren de una lampara de Wood para su lectura.
En cuanto a los que utilizan sustratos cromogénicos
detectan betagalactosaminidasa y L-prolinaminopep-
tidasa. Existen en el mercado una gran variedad de
medios diferenciales que pueden diferir en cuanto a
su sensibilidad, especificidad y precio. Entre estos
tenemos: El medio Chromagar Candida descrito por
Odds. y Barnaerts en 1994°, uno de los primeros en
salir al mercado, y hoy contamos con Fluoroplate
Candida®, Agar SDCA-MUAG®, CHROMagar Candi-
da®, Agar Candida Cromogénico®, Candida ID®, Al-
bicans ID®, Chromalbicans Agar®,

Nuestro grupo ha incorporado Agar Candida Cro-
mogénico Oxoid ® (OCCA®), que nos ha permitido
caracterizar que subespecie tiene mayor incidencia en
las muestras de ufias y partes blandas recogidas del
pie dentro del Servicio de Diagnostico Molecular de la
Clinica Podoldgica de la UEx.

La identificacién se realiza a partir de la siembra
de la muestra en cultivo primario y nos permite dife-
renciar por el color que presenta en el propio medio.
Otro hecho relevante es la posibilidad de diagnosticar
infecciones mixtas, al distinguir a simple vista las dis-
tintas levaduras que coexistan en una misma mues-
tra, tal y como nos sucedié en 4 cultivos de nuestra
serie. Sin embargo, también es cierto que sélo pueden
identificar unas pocas especies y son menos especifi-
cos que otras pruebas de identificacién como pueden
ser las pruebas de asimilacién de compuestos de car-
bono, usadas clasicamente como gold-standard. Pero
en nuestra serie mas del 95 % de las levaduras aisla-
das fueron identificadas con este medio cromogéni-
co, y sélo un 5% fueron enviadas para confirmacién al
laboratorio de Microbiologfa de referencia.

Las levaduras no pertenecientes a la especie albi-
cans eran raras hace unos afios, y casi nunca supera-
ban la mitad de los aislados, como podemos compro-
bar en la bibliografia que tradicionalmente mostraba
la tendencia predominante de C. albicans'®. En un es-
tudio previo realizado en el hospital Virgen del Puerto
de Plasencia’, la serie inclufa una diversidad de mues-
tras clinicas y C. albicans fue la levadura més aislada
representando el 70 %, seguida de C. glabrata (9%)y C.
parapsilosis (7%). A pesar de ello hay series como la de
Sanabria et al. (2006), que en muestras procedentes
de orinas predominaban las especies distintas de C.
albicans.

Los resultados obtenidos indican que la principal
especie responsable de infecciones en el pie es C.
parapsilosis. A diferencia de anteriores estudios donde
se observaba que la especie con mayor incidencia en
muestras de exudados vaginales que fue C. albicans.

Otro aspecto muy importante, y que presenta una
ventaja frente a otros medios cromogénicos en la
identificacién es la posibilidad de distinguir dos espe-
cies de levaduras como C. glabrata y C.krusei, con im-
portantes implicaciones en las pautas de tratamiento.
Estas especies van desplazando a C. albicans. En con-
creto, el aumento de C. glabrata se explica por el uso
profilactico de fluconazol a bajas dosis (<400mg/dia)
lo que selecciona a dicha especie'* ', Cabe destacar
que C. krusei presenta resistencia natural al fluconazol
y su identificacién es fundamental para la elecciéon del
antifingico adecuado en aras de un uso racional del
medicamento’.

Aunque nosotros usamos el medio cromdgeno
tras crecimiento en Agar Sabouraud enriquecido con
antibidticos, el procedimiento permite usarlo como
placa primaria de cultivo, mediante siembra directa
de la muestra clinica para casos urgentes como evolu-
cién térpida, pacientes con tratamientos azdlicos pre-
vios o pacientes graves, diabéticos o donde el podé-
logo crea que es fundamental un diagndstico rapido,
al obtener resultados antes de las 48 horas seguidas a
la obtencién de la muestra.

Por todo ello, creemos que los medios cromogé-
nicos, en general, pueden incorporarse a la préactica
podolégica de forma rutinaria al tratarse de una téc-
nica sensible, especifica, muy répida, que requiere
de unos conocimientos bésicos y que va a permitir
una atencién y cuidado mas préximo al enfermo con
implicaciones en el tratamiento, lo que redundaré en
beneficio de la comunidad al contribuir al uso racio-
nal de medicamento, evitando aparicién de resisten-
cia y efectos secundarios innecesarios.
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