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Resumen

Cepas de levaduras del género Rhodotorula pueden causar graves infecciones en humanos, pero también colonizan a animales
domeésticos o de granja, que actian como reservorios de estos microorganismos. El contacto desprevenido con dichos animales puede
causar enfermedades zoonéticas. En este trabajo se reporta el aislamiento fortuito de una cepa de Rhodotorula sp. a partir de la mucosa
nasal de cuyes domésticos (Cavia porcellus) criados para consumo humano, en la Provincia de Cafar, Ecuador. La caracterizacion de
la cepa permitié comprobar que la misma expresa algunos factores de virulencia, como la produccion de fosfolipasas y hemolisinas;
ademads, la cepa resulto resistente a tres antifingicos de uso terapéutico: fluconazol, voriconazol y miconazol. La secuenciacion y analisis
bioinformatico de la regidn ITS de esta cepa permitié establecer que esta relacionada filogenéticamente con cepas de Rhodotorula
taiwanensis y R. glutinis, ambas especies sefialadas como patdgenos oportunistas del ser humano. La presencia de este tipo de cepas de
microorganismos potencialmente patdgenos, en los tejidos de cuyes criados con fines de consumo, debe considerarse con detenimiento,
pues podrian representar sefales de alarma que requieran de una mayor vigilancia.
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Detection of Rhodotorula sp., a potential opportunistic pathogen, in the
nasal mucosa of guinea pigs (Cavia porcellus)

Abstract

Strains of Rhodotorula sp., a group of yeasts considered as opportunistic pathogens, can cause serious infections in humans. Some
of these species also colonize domestic or farm animals, which act as reservoirs for these microorganisms. Inattentive contact with
such animals can cause zoonotic diseases. In this work we report the fortuitous isolation of a strain of Rhodotorula sp. from the nasal
mucosa of domestic guinea pigs (Cavia porcellus), reared for human consumption in the province of Cafiar (Ecuador). The characte-
rization of the strain showed that it expresses some virulence factors, such as the production of phospholipases and hemolysins; in
addition, the strain was resistant to three antifungals of therapeutic use: fluconazole, voriconazole and miconazole. Sequencing and
bioinformatic analysis of the ITS region of this strain allow us to established that it is phylogenetically related to strains of Rhodotorula
taiwanensis and R. glutinis, both species identified as opportunistic human pathogens. The presence of potentially pathogenic strains
of microorganisms in the tissues of guinea pigs raised for consumption should be carefully considered, as they could represent alarm
signals that require greater vigilance.
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INTRODUCCION

Las especies del género Rhodotorula pertenecen
al phylum Basidiomycota y estdan ampliamente
distribuidas en ambientes naturales tales como
océanos, lagos y suelos %, Se trata de hongos
levaduriformes que producen carotenoides
y, por tal razén, sus colonias manifiestan un
caracteristico color rosado “°. Ocho especies
conforman este género, de las cuales tres
(R. mucilaginosa, R. glutinis y R. minuta) son
conocidos patégenos oportunistas, que han sido

aislados partir de humanos y animales enfermos
(1,4, 6-11)

Entre los factores de virulencia que expresan las
especies de este género destacan la produccién
de fosfolipasas y proteasas Y. En ocasiones,
las especies oportunistas presentan resistencia
a algunos compuestos antifingicos con uso
terapéutico "*; otras cepas son capaces de
multiplicarse a 37°C, formando biopeliculas,
un aspecto crucial en la patogénesis de las
infecciones causadas por hongos levaduriformes.
En vista de que las especies de este género
poseen una versatilidad metabdlica muy amplia,
lo cual les permite adaptarse a diferentes
condiciones medioambientales y colonizar
diversos ecosistemas, algunas de ellas son
capaces de colonizar humanos y otras especies
animales ®>1218  De alli que el nimero de
reportes de infecciones causadas por especies
del género Rhodotorula vaya en aumento 9,
Cepas pertenecientes a especies del género
Rhodotorula también se han encontrado en
tejidos de animales y pajaros, aparentemente
sanos, como gatos ¥, monos Rhesus 4, camellos
19 avestruces 9, palomas !y halcones 2, En
ocasiones, estacolonizacidonderivaeninfecciones
con manifestaciones clinicas relevantes ©9,
Es por ello que se ha considerado que muchos
de estos animales actian como reservorios de
cepas de Rhodotorula spp., potencialmente
patdgenas para los seres humanos.

En un reciente estudio de la microflora que
coloniza la cavidad nasal de cuyes domésticos
(Cavia porcellus) criados para consumo humano
en granjas del Cantén Biblidn (Provincia de
Cafiar, Ecuador), aislamos por azar una cepa
del género Rhodotorula. En el presente trabajo,
presentamos la caracterizaciéon fenotipica
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de esta cepa y su identificacion molecular
preliminar, destacando su posible rol como
potencial patdgeno para los seres humanos.

METODOLOGIA

Cepas microbianas

Estudio de tipo observacional y descriptivo. El
aislado de Rhodotorula sp. se obtuvo segin el
procedimiento descrito por Buela et al. @), En
breve, las muestras de mucosa nasal de cuyes
adultos sanos se colectaron utilizando hisopos
de algoddn estériles, humedecidos previamente
con soluciéon salina estéril. Los hisopos se
emplearon para inocular medio Hi-Crome
Candida Differential Agar (HiMedia Laboratories,
India), incubandose posteriormente a 30°C hasta
aparicion de colonias. Las mismas fueron sub-
cultivadas varias veces hasta su purificacion, y
se identificaron mediante métodos moleculares
(véase mas adelante). Los aislados se
almacenaron en agua destilada a temperatura
ambiente, en la oscuridad, y se reactivaron
en placas de Agar Sabouraud Dextrosa (ASD)
(Difco Laboratories, EEUU). Como referencia
empleamos la cepa ATCC 90028 de Candida
albicans en distintos experimentos.

Produccion de fosfolipasas

La produccion de fosfolipasas se ensayo
utilizando la placa de agar yema de huevo de
huevo que contenia 1 M de NaCl, 5 mM de CaCl2
y un 8% de emulsion estéril de yema de huevo 4,
Suspensiones de levaduras (106 ml-1) levaduras
de cada aislado, previamente cultivadas en ASD
durante dos dias se inocularon en la superficie
del medio de placa de agar de yema de huevo
y se incubaron a 37°C durante siete dias. La
hidrdlisis de los sustratos lipidicos presentes en
la yema de huevo da lugar a la formacién de un
complejo de calcio con acidos grasos liberados
por la accidn de las enzimas secretadas, dando
lugar a una zona de precipitacién alrededor de
la colonia.

Produccion de hemolisinas

La actividad hemolitica de las cepas de levaduras
se evalué utilizando ASD suplementado con
6% de sangre humana y 3% de glucosa (pH
5.6) @, Alicuotas de 10 pL de una suspension
de levaduras se inocularon por duplicado en el
medio, el cual se incubd a 37°C durante 2y 5
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dias, respectivamente. Al final de la incubacién,
la presencia de un halo translicido alrededor
de las colonias se consideré como indicador de
actividad hemolitica positiva.

Produccion de proteasas extracelulares

La actividad proteolitica se determind por
el método descrito por Deorukhkar et al.
29 con ligeras modificaciones. Se utilizd un
medio compuesto por ASD y leche desnatada
reconstituida al 1%. La leche fue calentada a
90°C durante 60 minutos y agregada al agar SD
antes de verter el medio en placas de Petri. A
continuaciéon, depositamos alicuotas de 10 uL
de suspensiones de cada una de las cepas de
levaduras, e incubamos a 30°C por un minimo
de 48 horas. La actividad proteolitica de los
cultivos se examind diariamente durante 6 dias.
La presencia de un halo claro alrededor de las
colonias se considerd positiva para la actividad.
Crecimiento invasivo

Alicuotas de 10 uL de cada una de las cepas
se depositaron sobre la superficie de ASD, se
incubaron a 30 °C durante 3 dias y luego se
dejaron a temperatura ambiente durante 2 dias
(27). Para remover el crecimiento superficial,
las colonias fueron lavadas con un chorro suave
de agua desionizada, tras lo cual las placas se
fotografiaron. Con la ayuda de un bisturi, se
cortaron ldminas delgadas de bloques de agar
gue contenian los restos de las colonias, y se
observaron al microscopio (a 10 y 40 X), con el
fin de registrar la penetracién de las células por
debajo de la superficie del agar.

Susceptibilidad a compuestos antifungicos

La susceptibilidad a cuatro farmacos antifungicos
se determind mediante la técnica de difusion en
disco o método de Kirby-Bauer, de acuerdo con
el CLSI ?®, El ensayo se realizd en placas de agar
Mueller-Hinton (MHA), suplementadas con un
2% de glucosa y 0,5 pg ml* de azul de metileno.
Los antifungicos probados fueron fluconazol
(25 pg), miconazol (50 pg), ketoconazol (10
pg) (Liofilchem S.R.L., Rosetto degli Abruzzi,
Italia), e itraconazol (10 pg) (Bioanalyse, Ankara,
Turquia). El didametro de la zona de inhibicién
de cada antifungico se midié con un Vernier y
se compard con los valores reportados en el
manual del CLSI ?®),
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Identificacion molecular

La extraccion del ADN de las levaduras se realizo
segun el método de ebullicién rapida de descrito
por Almeida da Silva et al. ?9. La identificacién de
la especie se realizé mediante la amplificacién,
secuenciacion y andlisis del transcrito interno
espaciador (ITS) del ADNr. Para ello, se utilizaron
los cebadores ITS1 (5°-TCC GGT GAA CCT GCG
G-3’) e ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-
3’) Bo3U |3 mezcla de PCR mezcla contenia
25 uL de premezcla (DreamTaq Green PCR
Mastermix, Thermoscientific), 19 puL de agua
estéril desionizada, 2 ulL de cada cebador, y 2 uL
de ADN gendmico, en un volumen final de 50
uL. Las condiciones de amplificacidn fueron: una
fase inicial de desnaturalizacién a 95°C durante
5 min, seguida de 35 ciclos a 94°C durante 1
minuto, recocido a 58°C durante 1 minuto y
extension a 72°C durante 1 min, y una fase final
de extension a 72°C durante 10 min.

Los amplicones fueron secuenciados por
Macrogen (Sedl, Corea del Sur) y las secuencias
nucleotidicas fueron comparadas con las
secuencias disponibles en las bases de datos,
mediante el empleo de la herramienta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). La cepa
se identificé en base a la mayor puntuacién de
identidad, y se depositd en GenBank.

El andlisis filogenético fue realizado con MEGA X
2 empleando el método de Neighbor-Joining®3,

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los distintos morfotipos de colonias de
levaduras que se aislaron a partir de mucosa
nasal de cuyes domésticos, uno (denominado
PCE3) captd nuestra atencién debido a su
pigmentacion rosada en ASD y Hi-Chrome
Candida Differential Agar (Figuras 1Ay 1B).

Figura 1. Aspecto de colonias de la cepa PCE3 en medio
Agar Sabouraud Dextrosa (A) y Hi-Chrome Candida
Differential Agar (B). Las colonias del lado izquierdo de
la placa mostrada en (B), corresponden a la cepa ATCC
90028 de Candida albicans.




Los blastoconidios de este aislado, vistos al
microscopio, presentaron una morfologia ovoide
y la presencia de las gemaciones caracteristicas
de las especies del género Rhodotorula (Figuras

2Ay 2B).
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Figura 2. Morfologia de los blastoconidios de la cepa
PCE3. La imagen en (A) fue tomada con aumento de
40X; la imagen en el panel (B) es una magnificaciéon de
la imagen anterior.
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———— NR 1571971 Rhodotorula alborube scens JCM 5352
102 I; NR 073296 1 Rhedotorula musilaginesa CBS 316

malUd Volumen 8, N° 14, junio - noviembre 2024, pp. 40-48

,— NR 0732651 Rhodotorula paludigena CBS 6566

La secuenciacion de la region ITS de este aislado,
y su posterior analisis mediante métodos
bioinformaticos, permitié establecer que esta
filogenéticamente relacionado con la cepa CBS
11729 de la especie Rhodotorula taiwanensis
(99.31% de identidad, 97% de cobertura y
un valor E de 0.0) y con la cepa CBS 316 de R.
mucilaginosa (94.43% de identidad, 95% de
cobertura y un valor E de 0.0). Esta estrecha
relacion filogenética se observa claramente
en la Figura 3. El cddigo de acceso asignado a
esta secuencia de la cepa PCE3 en GenBank fue
ON706054.

Isclate PCE3 reversecomplement
NR 157452 1 Rhodotorula miwanensis CBS 11729
NR 0732691 Rhodotorula sphaerocarpa CB S 5939

NR 153285.1 Rhedetorula teruloides CES 6016

0

NR 0732821 ilovae CBS 7436
NR 0732041 Rhodetorula glutinis CBS 20

NR 0732731 Rhod graminic CES 2826
NR 1558451 Sporobolomyees roseus CBS 486

Figura 3. Historia evolutiva de la cepa PCE 3, deducida mediante el método Neighbor-Joining, empleando
el programa MEGA X. La cepa CBS 486 de Sporobolomyces roseus se incluyé como grupo externo para
enraizar el arbol filogenético.

R. taiwanensis es una especie muy cercana,
filogenéticamente, a R. mucilaginosa y R.
glutinis, dos especies consideradas como
patdgenos humanos oportunistas®*3®. Cepas
pertenecientes a esta especie han sido
identificadas en el microbioma de la piel de
pacientes con esclerosis sistémica difusa, en
una proporcién muy elevada, lo cual sugiere
su posible participacién en la activacién de la
respuesta inflamatoria caracteristica de esta
enfermedad ©®7. Otras cepas de Rhodotorula
spp., que se aislan frecuentemente a partir de
muestras ambientales, asi como de tejidos y
organos de animales, también se consideran
patdgenos potenciales ¥,

Los ensayos orientados a determinar la
expresion de distintos factores de virulencia en
esta cepa permitieron detectar la produccién
de fosfolipasas y hemolisinas (Figuras 4A, B); sin
embargo, la cepa PCE3 no produce proteasas
capaces de degradar la caseina. En cuanto a
su capacidad de penetrar sustrato, el ensayo
realizado mostré que es escasa, aunque no
inexistente (Figuras 4C, D). En las imagenes
de microscopia dptica se observa claramente
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que unas pocas levaduras fueron capaces de
penetrar activamente el sustrato, en forma de
pequeiios cimulos.

A

Figura 4. Factores de virulencia expresados por la
cepa PCE 3 de Rhodotorula sp. (A) Produccion de
fosfolipasas (halo de precipitacion) (izq: PCE3; der:
C. albicans); (B) Produccién de hemolisinas (halo de
hemodlisis) (izq: PCE3; der: C. albicans); (C) Ensayos
de penetracion (visualizado con aumento de 10X); (D)
Ensayo de penetracion (visualizado con aumento de
40X). Los pequefios cumulos de células que se observan
por debajo de la superficie del medio agarizado (lado
izquierdo en las imagenes) corresponden a grupos de
levaduras que lograron penetrarlo activamente.
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Sonescasaslasreferenciassobrela patogenicidad
de cepas de Rhodotorula en especies animales.
Entre ellas, destacan dos estudios: el primero se
refiere a un brote de infecciones cutaneas en
pollos 8, mientras que el segundo describe una
infeccion pulmonaren ovejas ®®, ambas causadas
por R. mucilaginosa. También se ha reportado
sobre infecciones causadas por especies del
género Rhodotorula en leones marinos, perros,
gatos, vacas lecheras y avestruces, entre otros
(1040-43) - Nyestros resultados se suman a los
anteriores, y muestran la presencia de una
especie del género Rhodotorula en la mucosa
nasal de cuyes, aparentemente sanos.

Aunque la cepa PCE3 no produce proteasas
extracelulares, la producciéon de fosfolipasas
y hemolisinas pueden considerarse como
sefiales de alarma, toda vez que se trata de
enzimas implicadas en procesos de patogénesis
4 Las fosfolipasas, por ejemplo, degradan el
componente fosfolipidico de las membranas
celulares, causando la lisis celular y favoreciendo
la diseminacién de las levaduras a través de
tejidos y érganos. Por su parte, las hemolisinas
degradan el componente celular de la sangre,
lo cual le permite a las levaduras patdgenas
adquirir hierro, a partir de la degradacion de la
hemoglobina del hospedador, lo cual favorece
la supervivencia y persistencia del patdgeno.
En estudios similares, realizados con distintas
cepas de varias especies de Rhodotorula, se ha
demostrado que la capacidad de producir este
tipo de enzimas extracelulares varia mucho “%,
En las pruebas de susceptibilidad a cuatro
compuestos antifungicos, la cepa PCE3 resultd
ser resistente al fluconazol, al itraconazol, y al
miconazol. En efecto, al realizar el ensayo de
Kirby-Bauer, no se observaron halos de inhibicion
de su crecimiento en presencia de discos
conteniendo estos compuestos. Por el contrario,
la cepa resultd ser sensible al ketoconazol.
Entre los diversos factores de virulencia
expresados por especies del género Rhodotorula,
destaca la resistencia a los fadrmacos antifingicos
“8  Dado que ni el EUCAST ni el CLSI han
establecido hasta la fecha puntos de corte
especificos para las levaduras ambientales u
oportunistas consideradas raras, hemos optado

Buela et al. Deteccion de Rhodotorula sp. en la mucosa nasal de cuyes.

Volumen 8, N° 14, junio - noviembre 2024, pp. 40-48

por presentar aqui sélo resultados descriptivos,
basados en el didmetro de los halos de inhibicion.
Esto significa que hemos categorizado al
aislado resistente, sélo cuando la inhibicion del
crecimiento fue completa. Hemos considerado
que, pese a no haber valores de cepas de
referencia de la misma especie, las pruebas
de difusion en disco presentan beneficios y
ventajas, como herramientas para la vigilancia
de la resistencia a los antiflingicos. Esto ha sido
claramente demostrado con anterioridad, como
en el caso del ARTEMIS DISK Global Antifungal
Surveillance Study®.

Las especies de Rhodotorula parecen ser
intrinsecamente  resistentes al fluconazol,
compuesto que se ha descrito como ineficaz
para tratar las infecciones causadas por
hongos pertenecientes a este género “¢ %), En
consonancia con esta informacion, el aislado
identificado como R. taiwanensis PCE3 analizado
aqui fue insensible al fluconazol, pero también
al itraconazol y al miconazol, resultados que se
suman a su potencial como patdégeno zoonético.
La presencia de cepas pertenecientes al género
Rhodotorula, en la mucosa nasal de cuyes
domésticos criados para consumo humano,
merece ser considerada con detenimiento. En
efecto, estos roedores son criados en la regidn
andina desde hace siglos con fines ceremoniales
o para consumo humano, pues son el ingrediente
principal de platos tradicionales. En las zonas
montafiosas de los paises andinos, los cuyes
son criados generalmente en la proximidad de
los hogares, en instalaciones artesanales. Con
mucha frecuencia, los animales se mantienen
en el interior de las viviendas, en contacto
intimo con sus propietarios. En diversos trabajos
se ha demostrado que los cuyes pueden actuar
como reservorios u hospedadores accidentales
de distintos patdgenos humanos, incluyendo
bacterias, protozoarios y virus 8, Durante su
crianza, sufaenado, suventaysu preparacion, los
cuyes son manipulados sin mayores medidas de
seguridad y de manera frecuente por criadores,
distribuidores, vendedores y consumidores. De
forma que la presencia de microorganismos
patdégenos o potencialmente patdgenos en sus
tejidos y érganos podria representar un riesgo




desde el punto de vista de la salud publica.

CONCLUSIONES

En resumen, detectamos la presencia de una
cepa de Rhodotorula sp. en la mucosa nasal
de cuyes (C. porcellus) criados para consumo
humano en la Provincia de Cafiar, Ecuador.
La cepa, estrechamente relacionada con
R. taiwanensis y R. mucilaginosa, es capaz
de producir enzimas extracelulares, como
fosfolipasas y hemolisinas. Adicionalmente,
es resistente al fluconazol, el itraconazol y al
miconazol. Llama la atencién que se trate del
primer reporte en su tipo, considerando que las
zoonosis causadas por este tipo de hongos son
conocidas desde hace siglos, y se consideran una
amenaza para la salud humana y animal (59). Es
por ello que su vigilancia se debe incrementar,
con el fin de prevenir infecciones que resulten
de la manipulacién o el contacto intimo con
dichos animales.
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