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Medios de aislamiento primario

Diagnéstico molecular de
infecciones de vias respiratorias
por técnicas multiplex
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Lzs micosis superficiales siguen sien-
0 aln en nuestros dias patologias
de dificil diagnéstico y tratamiento, que
producen manifestaciones clinicas muy
variables, desde sintomas leves como
prurito y eritema, hasta lesiones supura-
tivas e inflamatorias sumamente incémo-
das para el paciente que las padece.! Un
ejemplo clasico lo constituyen las onico-
micosis, cuya prevalencia ha aumentado
en las Ultimas décadas y aunque su inci-
dencia depende de la poblacion estudia-
da, en general, afecta a un 2-18% de la
poblacién mundial, apreciandose un au-
mento progresivo con la edad alcanzan-
do una incidencia de hasta el 48% entre
la poblacion mayor de 70 afios. Incluso
en determinados grupos de poblacion,
como por ejemplo en los jugadores de
baloncesto, puede alcanzar hasta el 89%
de incidencia.?

Es por esta razon que en LABIN nos
hemos dado a la tarea de innovar en
el diagnostico de estas infecciones
y hemos puesto a disposicion de
nuestros pacientes el nuevo paquete
LABIN Hongos, el cual ademas del
frotis directo en hidréxido de potasio y
el tradicional cultivo en agar Sabouraud
Glucosado y Cicloheximida, incluye el
cultivo del material clinico en los medios
especializados SGC2 y DERM.

El medio SGC2, es un medio selectivo
recomendado para el aislamiento prima-
rio de hongos filamentosos y levadurifor-
mes a partir de muestras polimicrobianas
o altamente contaminadas como son la

Miembro activo de: CAP « AACC - ALADIL

Avances en Micologia:
Medios de aislamiento primario

Dr. Allan Valverde, especialista en Micologia

piel, el cabello y las ufias, pues combi-
na las propiedades nutritivas del medio
Glucosado de Sabouraud tradicional que
propicia el crecimiento de toda clase de
hongos, dada su alta concentracion de
glucosa y su pH &cido, con la actividad
selectiva de la Gentamicina y el Cloran-
fenicol que son antibidticos altamente
efectivos en la inhibicién del crecimiento
de bacterias resistentes. Lo anterior per-
mite el reconocimiento de agentes etio-
l6gicos de onicomicosis no dermatofitos
como lo son: Fusarium spp. y Neoscyta-
lidium dimidiatum, cuyo crecimiento es
mas lento con respecto al de las bacte-
rias y en condiciones normales de cultivo
podrian verse inhibidos.>*

Estudios realizados en Norteamérica han
demostrado que el aporte de este medio
de cultivo al trabajo del laboratorio de Mi-
cologia Médica es muy significativo pues
al comparar un total de 840 aislamientos
fangicos, 69.3% de los aislamientos cre-
cieron en ambos medios contrastados,
24.9% crecieron Unicamente en el medio

suplementado que aqui presentamos y
apenas un 5.8% crecié Unicamente en el
Agar Sabouraud-Dextrosado, mostrando
asi que el medio suplementado es supe-
rior (P = 0.003)(Figura 1).5

El medio DERM esta especialmente di-
sefiado para el aislamiento selectivo y
diferencial del grupo dermatofitos, que
son hongos filamentosos cuya principal
caracteristica es su capacidad para inva-
dir las capas superficiales queratinizadas
de la piel, pelos y ufias. En este grupo se
encuentran especies que atacan tanto la
queratina, reservorio presente en la natu-
raleza (en suelos, plumas, pelo y pezufias
de animales) como especies altamente
especializadas que restringen su pato-
genicidad a tejidos humanos. En 1969,
Taplin y colaboradores desarrollaron este
medio para el aislamiento de dermatofi-
tos a partir de lesiones cutaneas. En el
medio DERM, las peptonas suministran
el nitrégeno necesario para que los der-
matofitos sinteticen productos alcalinos,
lo cual se observara a la vista como un
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Figura 1: Rendimientos porcentuales comparativos entre Agar Sabouraud dextrosado y Agar Sabouraud suplementado con Gentamicina y Cloranfenicol(Modifi-

cado de (5).

cambio del indicador rojo fenol de amari-
llo a rojo. Al mismo se le afiade dextrosa
como nutriente para que permita su uti-
lizacién por parte de los hongos capaces
de fermentar glucosa de manera prima-
ria. La mayoria de los hongos diferentes
de los dermatofitos, incluidos levaduras
y hongos filamentosos, si es que pueden
crecer en el medio, utilizaran glucosa de
manera que se forma acido y no se ob-
serva cambio de color en el rojo fenol,
que representa el indicador de pH. El po-
der selectivo del medio se lo otorga la
combinacion de la cicloheximida que inhi-
be la sintesis de proteinas en los hongos
filamentosos y las levaduras no patége-
nas con la gentamicina que es un agen-
te antibacteriano de amplio espectro. Y
aunque algunos organismos, incluidos
saprofitos, levaduras y bacterias, pueden
crecer en el medio y cambiar el color de
rojo a amarillo, se reconocen facilmente
por su morfologia colonial caracteristica
lo cual no permite errores de interpreta-
cion. A pesar de que este medio es espe-
cialmente Util para el aislamiento de los
géneros Microsporum, Trichophyton 'y
Epidermophyton también permite el cre-
cimiento de Candida albicans ampliando
su rango de aplicacion.®

Al contar con una mayor cantidad de me-
dios para cultivo, nuestros colaboradores
se encargan de recolectar del paciente
una mayor cantidad de muestra, lo cual
hace que la probabilidad de aislamiento
y la discriminacién de la prueba aumen-
te significativamente. La combinacion
de estos cuatro medios de cultivo hace
eficaz y confiable el aislamiento primario
de agentes etiologicos de micosis su-
perficiales, tanto levaduriformes como
filamentosos, ademas de onicobacte-
riosis como las causadas por el género

Pseudomonas spp pues aprovechamos
en conjunto sus propiedades selectivas y
diferenciales haciéndolos excelentes para
evitar que bacterias y hongos cosmopo-
litas que son contaminantes ambientales
enmascaren la presencia de agentes
etiolégicos en escasa concentracion,
permitiendo incrementar la sensibilidad
del método, reduciendo asi la cantidad
de resultados falsos negativos y la re-
coleccion de segundas muestras, mejo-
rando los tiempos de respuesta que en
estudios micolégicos suelen ser extensos
y asegurando la satisfaccion y confort de
nuestros pacientes.

Referencias:

1. Lloret, A., Segarra, C., & Bosque, M. (2007). Microsporum
canis: caracteristicas y diagnostico. Control Calidas SEIMIC, 1-3.

2. Llambrich, A., & Lecha, M. (2002). Tratamiento actual de las
onicomicosis. Revista Iberoamericana de Micologia, 19, 127-129

3. Ajello, L. (1957). Cultural methods for human pathogenic
fungi. Journal of Chronical Diseases, 545-551.

4. Merz, W, Sandford, G., & Evans, G. (1976). Comparison of

Inhibitory Mold Agar to Sabouraud Dextrose Agar as a Primary
Medium for Isolation of Fungi. Journal of Clinical Microbiology,
496-500.

5. Scognamiglio, T., Zinchuk, R., Gumpeni, P, & Larone, D. (2010).
Comparison of Inhibitory Mold Agar to Sabouraud Dextrose
Agar as a Primary Medium for Isolation of Fungi. Journal of
Clinical Microbiology, 1924-1925.

6. Taplin, D., Zaias, N., Rebell, G., & Blank, H. (1969). Isolation
and recognition of on a new medium (DTM).
Archives of Dermatology, 99, 203-209.

Dr. Allan Valverde.

Director del Area de Micologia,
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Diagnostico molecular de infecciones de vias
respiratorias por técnicas multiplex

as infecciones respiratorias son muy

frecuentes y constituyen una causa
importante de morbilidad y mortalidad
en todos los grupos etarios, siendo
mas susceptibles los nifios y adultos
mayores.!” Pueden afectar el tracto
respiratorio superior y el tracto respi-
ratorio inferior, con manifestaciones
clinicas que pueden ir desde un res-
frio comUn hasta una bronquiolitis o
neumonia. Son causadas por mltiples
agentes de origen viral y bacteriano.
Este tipo de infecciones se puede di-
seminar por aerosoles o por contacto
directo entre personas. En la actuali-
dad se cuenta con técnicas de biologia
molecular, que permiten determinar la
presencia de diversos agentes en una
misma muestra y en cuestion de unas
horas. Es por esto que LABIN ofrece
un analisis que permite determinar la
presencia de 21 patdégenos respirato-
rios: Influenza A, Influenza A (HINT),
Influenza B, Coronavirus NL63, 229E,
0C43 y HKU1, Parainfluenza 1, 2. 3y
4, Metapneumovirus humano A y B,
Rhinovirus, Virus Respiratorio Sincicial
A y B, Adenovirus, Enterovirus, Pa-
rechovirus, Bocavirus y Mycoplasma
pneumoniae.? Estas pruebas se llevan
a cabo mediante la técnica de PCR en
tiempo real (RT-PCR), la cual permite
la determinacién simultanea de los 21
agentes previamente mencionados. Se
realiza una extraccion del material ge-
nético presente en la muestra, seguido

de una purificacién y amplificacion del
mismo, el cual es detectado por sefia-
les fluorescentes. Para este analisis,
se utilizan muestras respiratorias; en-
tre las que han sido validadas para el
procedimiento se incluyen hisopados
faringeos, hisopados nasales, hisopa-
dos nasofaringeos, lavados bronquioal-
veolares y esputos. Es importante que
las muestras sean entregadas al labo-
ratorio en menos de 2 horas desde el
momento de la recoleccion.

La sensibilidad analitica de la prueba
tiene un limite de deteccién de 10% co-
pias/mL para Influenza A, Parainfluenza
2, M. pneumoniae, Metapneumovirus y
Coronavirus OC43, un limite de detec-
cién de 10° copias/mL para Influenza B,
Coronavirus HKU1y NL63, Parainfluen-
za 1y 3, Bocavirus, Virus Respiratorio
Sincicial, Aadenovirus, Enterovirus,
Parechovirus e Influenza A HIN1 y un
limite de deteccién de 10* copias/mL
para Rhinovirus, Coronavirus 229E y
Parainfluenza 4.3

En cuanto a la especificidad del méto-
do, se evalué utilizando muestras clini-
cas con los agentes en estudio y hubo
una ausencia de falsos positivos. La
Unica reaccion cruzada encontrada se
da entre el Rhinovirus y Enterovirus, en
donde la sonda de detecciéon para Rhi-
novirus también detecta Enterovirus,
no asf a la inversa. Es decir, si se obtie-
ne una sefial positiva para Rhinovirus
y Enterovirus, el paciente es positivo

Dra. Alejandra Huete S. M.Q.C.

por Enterovirus, pero si por el contrario
s6lo se detecta Rhinovirus, se descarta
que el paciente esté cursando una in-
feccién por Enterovirus.

La aplicaciéon de este ensayo en la eva-
luacién de una condicién de alta pre-
valencia y severidad, como son las in-
fecciones respiratorias agudas, permite
que el médico obtenga obtencién de un
diagnéstico rapido y certero, previnien-
do el uso innecesario de antibiéticos y
acelerando el inicio de una terapia de
soporte.
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Laboratorios

de Diagnéstico
Latinoamericanos
Celebran su
Reunion Anual

Nuevamente, con el proposito de
intercambiar conocimientos para
facilitar las buenas practicas en benefi-
cio de nuestros clientes, LABIN estuvo
presente en el X Simposio organizado
por la Asociacién de Laboratorios de
Diagnostico de Latinoamérica (ALA-
DIL), asi como a la XXVI Reunién de
ALADIL, celebrada en la ciudad de
Asuncioén, Paraguay los dias 01, 02 y
03 de Junio.

En palabras del Dr. Ignacio Pacheco,
Coordinador de la Seccién de Diag-
néstico Molecular de LABIN, quien
asistio al evento, se abordaron temas
muy diversos, impartidos por especia-
listas. Una de las charlas que llamo
mas la atencién fue acerca del diag-
nostico molecular del virus Zika, asi
como el estudio de otros agentes pa-
tégenos causantes de cuadros clinicos
respiratorios y gastrointestinales por
medio de las mas modernas y rapidas
tecnologias. Muchas de estas técnicas
han permitido realizar un diagnéstico
oportuno en casos clinicos agudos que
anteriormente, siguiendo el abordaje
tradicional de laboratorio, se queda-
ban sin un agente etiolégico definido.
De esta forma, LABIN entrega mas
y mejores resultados, sin comprome-
ter el tiempo de respuesta ofrecido a
nuestros pacientes.

También se compartieron experiencias
y temas de alto impacto en el area de
Recursos Humanos, como el clima or-
ganizacional y el manejo de relaciones
con clientes internos en las empresas.
Paralelo a ello se realizan sesiones de
benchmarking y una reuniéon adminis-
trativa para analizar la marcha de la

organizacion. Todos los laboratorios
son pioneros en estos temas en su
pais, inclusive, algunos de ellos se en-
cuentran acreditados por el programa
internacional Great Place to Work, un
marco normativo de caracter global
donde se busca la excelencia opera-
cional y el fomento de relaciones la-
borales saludables y duraderas, todos
aspectos que buscan darle sustentabi-
lidad a nuestra organizacion.

ALADIL fue fundada en abril del 2004
y agrupa a 12 laboratorios clinicos,
cada uno de un pais distinto de Lati-
noamérica, a saber: México, Guatema-
la, Honduras, Republica Dominicana,
Colombia, Venezuela, Pert, Ecuador,
Paraguay, Uruguay, Argentina y Cos-
ta Rica. El objetivo de todos los la-
boratorios miembros de ALADIL, es
la de impulsar el desarrollo cientifico
y tecnolégico, permitiendo una abier-
ta y honesta comunicacién entre los
socios y profesionales, impulsando la
transferencia de conocimiento, gra-

cias al empleo de la mas alta tecnolo-
gia existente en nuestra industria.

El Dr. Pacheco, mencion6 la importan-
cia que todos los laboratorios miem-
bros compartan la misién de ALADIL,
pues se pretende integrar laboratorios
clinicos lideres en América Latina que
compartan la responsabilidad de brin-
dar servicios de apoyo diagnéstico de
la mas alta calidad, dentro de un mar-
co de profesionalismo, ética, eficiencia
y compromiso con el cliente.

Colaboradora de LABIN a
cargo del Departamento de
Comunicacién y Relaciones
Puablicas
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