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RELACION DE Candida spp. OBTENIDA DE PACIENTES Y SU AMBIENTE
EN LA UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVOS DE ADULTOS (UCIA) DEL
CENTRO MEDICO NACIONAL (CMN) 20 DE NOVIEMBRE, ISSSTE.

I. INTRODUCCION

1. Hongos

Los hongos, en la naturaleza, de acuerdo a la clase de sustancias organicas que aprovechan,
pueden ser saprotrofos o simbiontes (parasitos, mutualistas, comensalistas, etc.) y son ubicuos.
“Los saprobios utilizan sustancias organicas inertes, generalmente en descomposicion, que pueden
Ser reservas para otros organismos. Los simbiontes, se asocian con otros seres vivos, prestandose
mutua ayuda en sus funciones. Los parasitos se desarrollan en otros organismos vivos que
constituyen sus hospederos y se nutren de las sustancias que hay en sus células vivas u 6rganos

vitales”. (Herrera y Ulloa, 2004).

La Micologia Médica es una rama de la Medicina que se encarga de estudiar enfermedades
causadas por hongos, entre las que se encuentran las micosis.

Se llaman micosis a todas las infecciones causadas por hongos parasitos microscopicos. Para que
un hongo produzca dafno al hombre, y tenga éxito en su invasion y supervivencia, posee diversas
estructuras y/o produccion de metabolitos que le permiten evadir el sistema inmune del hospedero
(factores de virulencia), por los cuales el hongo puede ser beneficiado en el microambiente de la

interaccién hombre — parasito (Hernandez et a/., 2003).
2. Micosis

Las micosis, se han clasificado clinicamente segun la region topografica afectada en el humano. I)
Las micosis superficiales (dentro de los cuales encontramos a los hongos queratinofilicos que
afectan a la epidermis, mucosas y anexos como pelos y ufias), II) Subcutaneas (cuyos agentes
etioldgicos son hongos saprobios que por inoculacién traumatica invaden diferentes capas de la
dermis y tejido celular subcutaneo), III) Profundas o sistémicas (se adquieren por inhalacion
afectando al sistema respiratorio y/o diseminan, estableciéndose en diversos 6rganos y tejidos

profundos a partir del foco de infeccidon primario) y IV) Oportunistas (Lopez et al., 2004).



3. Micosis oportunistas

Este grupo de micosis no sigue el criterio topografico, ya que en él pueden estar incluidas las
superficiales, subcutaneas y sistémicas. El conjunto esta formado por infecciones causadas por
hongos de baja virulencia que incluso pueden ser comensales y que requieren de diversos factores
de inmunocompromiso en el hospedero para originar infeccion.

Dentro de éste grupo de enfermedades encontramos a la criptocococis, mucormucosis, aspergilosis,
geotricosis, peniciliosis, rodoturolosis, sceudosporiosis, fusariosis, escopulariopsiosis, Yy
neumocistosis (Lépez et al., 2004). Uno de los ejemplos mas importantes de este grupo de micosis

es la Candidosis.

4. Candidosis

La candidosis es una micosis oportunista, causada por levaduras del género Candida spp. Es un
padecimiento frecuente que se presenta como infeccion aguda o crénica de mucosas, piel y ufias,
ademas de producir dafio a nivel sistémico diseminando a 6rganos profundos y sangre (Lopez et
al, 2004). “Las candidosis invasoras estan relacionadas principalmente con enfermos quirdrgicos,
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, personas infectadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o cualquier enfermo con una inmunosupresién importante, con

catéteres o recibiendo alimentacion parenteral” (Quindos, 2002).

4.1 Factores predisponentes o de oportunismo.

La enfermedad se presenta, cuando el sistema inmune de la persona estad alterado por
algun factor. El advenimiento de procesos terapéuticos modernos, el implemento dentro de
los hospitales de Unidades especializadas de Cuidados Intensivos, el uso de procesos
invasivos, nutricion parenteral, uso de antimicrobianos de amplio espectro, uso de
ventilacion asistida, etc. han alargado la vida de pacientes cuya enfermedad generalmente
tenian un desenlace fatal; sin embargo esto también ha contribuido al inmunocompromiso
y por lo tanto, permiten desarrollar personas susceptibles a enfermedades oportunistas,
como aquellas personas que se someten a procesos con corticoesteroides,
antbioticoterapia, a quimioterapias, donde el sistema inmune se atenta y asi se crean las

condiciones idoneas para que Candida prolifere y produzca enfermedad.



Aunado a ello, tenemos la epidemia de SIDA, la cual se ha desarrollado en los Ultimos afios.
Los pacientes con dicha enfermedad son altamente susceptibles a infecciones nosocomiales
por hongos oportunistas. En éste grupo de pacientes, generalmente las infecciones
micdticas son severas y rapidamente progresivas, de dificil diagndstico y tratamiento
(Fridkin y Jarvis, 1996), ya que son susceptibles a cualquier agente etioldgico y por lo tanto
son un grupo blanco para la candidosis.

Debido a todo lo anterior, y siendo un hospital, un centro de congregaciéon de pacientes
inmunodeficientes, estos sitios son altamente susceptibles a infecciones nosocomiales por
Candida.

5. Mecanismos de infeccion

La fuente de infeccion puede ser exdgena, a través de venoclisis, cirugias, alimentacion parenteral
y otros procesos invasivos (Lépez et a/., 2004); sin embargo, en la mayoria de los casos, la fuente
de infeccion es enddgena y se desarrolla a partir de los sitios donde Candida spp. habita como
comensal (Herrera y Ulloa, 2004).

Teniendo en cuenta que la candidosis puede ser una enfermedad enddgena, se ha observado su
transmision horizontal (de personal médico a pacientes) (Hedderwick, 2000) o bien, de manera

vertical (de madre a neonato) (Fridkin y Jarvis, 1996; Ramos y Ruiz, 2006).

Las infecciones sistémicas por el género Candida spp. son comunes en pacientes terminales o con
procesos delicados, los cuales en los hospitales se integran a las secciones de Unidades de

Cuidados Intensivos.

6. Formas Clinicas.

Hay muchas clasificaciones clinicas de la enfermedad. A continuacion, se presenta aquella que usa
como referencia, la localizacion de la infeccion (Lopez et al., 2004; Ramos y Ruiz, 2001), dividiendo

a la candidosis en:

6.1 Cutanea.- Afecta las diferentes capas de la piel y mucosas. Se caracteriza por la presencia
de una erupcién maculo-papular, vesiculas y pustulas en tronco y extremidades, que
progresan dejando una descamacion extensa. “Existe prurito moderado, presencia de
grietas y dolor. Aparece principalmente en pliegues de flexion e intertrigos” (Lopez et al.,
2004). Es comUn en nifios, y se presenta cuando la madre tiene infeccién vaginal antes del

parto.



6.2 Onicomicosis.- afecta a las ufas. Se presenta eritema alrededor de las ufas y edema
doloroso. Si es cronico, la ufia, toma un color que va desde amarillo hasta negro y puede

haber desprendimiento. Las ufias de las manos son las mas afectadas.

6.3 Diseminada o sistémica.- Los signos y sintomas son inespecificos Y pueden confundir al
médico con otro agente etioldgico. Dependiendo del drgano o tejido afectado, sera la
sintomatologia exhibida; sin embargo, de manera ordinaria, signos como fiebre, astenia,
adinamia y mal estado general, son presentados; ademas de la sintomatologia del érgano
afectado. La candidemia no tratada, particularmente durante el periodo de neutropenia,
puede evolucionar a un cuadro agudo de candidiasis diseminada con shock séptico, o a un

cuadro crénico de afectacién multiorganica conocido como candidiasis cronica diseminada.

La gravedad de la enfermedad esta relacionada con el grado de inmunodepresion del paciente.
Para que la enfermedad se desarrolle es necesaria la adhesién, colonizaciéon e invasién de la
levadura. Generalmente las candidosis superficiales tienen un buen prondstico, si el diagndstico es
oportuno; no asi las sistémicas en donde la evolucion es fatal sobre todo si la enfermedad de base

no es controlada.

7. Terapia

Cuando la infeccidn es superficial, se maneja con antifingicos como nistatina, clotrimazol, bifonazol
o ketoconazol. Cuando es invasiva, se emplea anfotericina B o triazoles como itraconazol o
fluconazol por tiempo variable y ayuda el corregir los factores predisponentes de
inmunocompromiso (Lépez et al., 2004). Generalmente las especies de Candida son susceptibles a
la anfotericina B, por lo que a la fecha, en nuestro pais, sigue siendo considerado como el
antifingico por excelencia para el tratamiento de las candidemias; sin embargo, no hay que perder
de vista los reportes de resistencia por parte de C. krusei y C. glabrata (Arif et al., 1996; Fridkin y
Jarvis, 1996; Fidel et al, 1999; Calderone, 2002; Arenas, 2008). Asimismo, especies como C
glabrata, han mostrado una resistencia innata a compuestos azolicos, especificamente al fluconazol
(Arif et al,, 1996; Vazquez et al., 1998; Castaiio et a/., 2006).



8. Candida spp.

Candida spp. en el hombre y algunos otros vertebrados es una levadura comensal, encontrandose
en mucosas del tubo digestivo, tracto genitourinario, aparato respiratorio alto asi como en piel. En
la naturaleza podemos encontrarla en hojas, flores, agua, detritos del suelo (Quindds, 2002).
“Candida vive en equilibrio con otros microorganismos del cuerpo humano, coexistiendo como
comensal, pero cuando este balance se pierde, se torna patdgeno” (Villanueva y Arenas, 2007).
Existen aproximadamente 200 especies del género Candida. Un poco mas de 100 de ellas, han

sido aisladas de humanos (Fridkin y Jarvis, 1996).

8.1 Diagnosis del género

El género Candida estd compuesto por un grupo heterogéneo de organismos que crecen
como levaduras, ellas pueden ser ovales o redondas; pueden o no producir micelio
verdadero, pseudomicelio (excepto C. glabrata) y presentan gemacion multiple. Las
levaduras de éste género tienen la capacidad de asimilar y fermentar carbohidratos. No
producen pigmento carotenoide, ni asimilan inositol y todas carecen de capsula (Lopez et al.,
2004).

Es dificil estandarizar una morfologia especifica para todas las especies de Candida, ya que
es un grupo polifilético. “C. albicansy otras especies de Candida son organismos dimérficos,
capaces de alternar entre una fase normal levaduriforme y una fase filamentosa,
dependiendo de las condiciones ambientales” (Herrera y Ulloa, 2004).

Otros miembros, como C. tropicalis, producen pseudohifas y/o pseudomicelio. C. albicans y
C.dubliniensis también producen pseudohifas e hifas verdaderas. En el tejido parasitado
forman micelio verdadero y pseudomicelio. C. glabrata en cambio presenta blastoconidios y
puede llegar a presentar seudohifas en respuesta a limitacion de nitrégeno (Castano et al.,
2006).

“Todas las especies de Candlida pueden causar el mismo tipo de enfermedad, desde una candidosis
superficial, hasta una enfermedad invasora; sin embargo, la gravedad y las opciones terapéuticas
difieren entre las mismas especies, por ello es tan importante identificar la especie en todos los
aislamientos de Candida.”(Canton, 2001).

La especie con mayor frecuencia aislada de infecciones es C. albicans (Lopez et al., 2004). En los
Ultimos afios otras especies de Candida han incrementado su frecuencia (denominadas CNCA:
Candida NO-C.albicans), principalmente asociadas a brotes, fungemias e infeccion nosocomial
(Fridkin y Jarvis, 1996; Calderone, 2002 y Sanchez, 2004).



8.2 Factores de virulencia

La capacidad de Candida de colonizar al hospedero y provocar enfermedad esta relacionada
con las caracteristicas que dichas levaduras poseen. Para que Candida se establezca y
produzca infeccion, es necesario que se adhiera a las células del hospedero y evada el

sistema inmune.

e Transicion morfoldgica.- se refiere a la caracteristica dimorfica de éste grupo de
levaduras. Su cambio de forma levaduriforme a forma filamentosa, que incluso es

evaluada en pruebas de identificacion.

e  “Switching” fenotipico.- se refiere al cambio morfolégico de las mismas colonias de
levaduras al paso del tiempo. Puede haber un cambio de tonalidad, hasta de algunas

caracteristicas de la forma y textura de la colonia.

e Adherencia a sustratos bioldgicos e inertes.- se refiere a la produccién de biofilms, y es

la forma en la que la levadura “asegura”.

e Produccion y secrecion de enzimas hidroliticas.

9. Taxonomia de Candida spp.

Candida se puede reproducir de manera sexual y asexual. Especies como C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalisy C. parapsilosis son asexuales (también denominados anamorfos).

En cambio, C krusej Candida guillermondii Candida kefyr, Candida lusitaniae y Candida
norvegensis ademas de la reproduccion asexual, tienen una fase teleomorfica o sexual (Coleman
1997). En el 2000, Chen et al., mediante la comparacion de secuencias de ADN, demuestra que las
especies sexuales y asexuales de Candida estdn mas relacionadas filogenéticamente a los
Ascomycetes que a los Basidiomycetes.

“Las técnicas moleculares, como la recombinacién genética, por ejemplo, han permitido demostrar
como C. glabrata durante su evolucion se asocia genéticamente con Saccharomyces cerevisiae

debido a su cercania filogenética” (Villanueva y Arenas, 2007).



La filogenia, de James, et a/. 2006, basada en el estudio reciente de la secuenciacién de seis genes
(18S rRNA, 28S rRNA, 5.8S rRNA, elongacion del factor 1-a (£F1a), y las subunidades RPB1y RPB2
de la RNA polimerasa), hecha con 200 taxones muestra cinco phyla: Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota, Chytridiomycota y Glomeromycota. En el subphylum Saccharomycotina estan las
“verdaderas levaduras” donde se incluye a Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. (James et
al., 2006). A pesar de la taxonomia confusa que se ha venido haciendo del género, actualmente
podemos asegurar que el género Candida pertenece al Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Clase:
Ascomycetes, Orden: Saccharomycetales y Familia: Saccharomycetaceae (Calderone, 2002;

Villanueva y Arenas 2007).

10. Candida albicans (Robin) Berkhout (1923) (Kurtzman, 1998).

Es una levadura que principalmente se aisla de mucosas como la oral, respiratoria, digestiva y
vaginal donde habita como comensal (Manzano, 2000 y Sanchez, 2004). Es la especie mas aislada
de mucosa de cavidad oral (70-80%). Su aislamiento, generalmente se asocia a pacientes con VIH,
con septicemias, trasplantados de meédula dsea, prematuros, con infeccidn pos-quirirgica y
aquellos que se someten a quimioterapia de cancer.

En infecciones sistémicas, las levaduras del género Candida ocupan el cuarto lugar de organismos
gue son asilados de sangre en pacientes hospitalizados; y Candida albicans como la especie mas
representativa en dichos cultivos. Sin embargo su mortalidad no es tan alta, como en el caso de

otras especies como C. glabrata. (Vazquez, 1998)

11. C. glabrata (H.W. Annderson) S. A. Meyer & Yarrow (1978) (Kurtzman, 1998).

Anteriormente denominada Torulopsis glabrata, es considerada un patégeno emergente ya que
posee resistencia contra drogas antiflingicas como los azoles, caracteristica que le permite un sobre
crecimiento y mayor oportunidad de diseminar a diferentes tejidos, causando infeccidn sistémica
(Castafio, 2006). Por lo que presenta la mas alta mortalidad de todas las especies de Candida
(Vazquez, 1998).



Se ha observado que la colonizacion por este tipo de levaduras se incrementa con la prolongacion
en la hospitalizaciéon y el deterioro clinico del enfermo. Afecta especialmente mucosa vaginal, el

tracto urinario, sangre y pulmones.

Se asocia a pacientes con diabetes mellitus, tumores hematoldgicos, con VIH, tumores solidos,
leucemia, embarazo y neonatos malnutridos (Hazen, 1995). Se han descrito algunos brotes
epidémicos en las unidades de cuidados intensivos (UCI) debidos a ésta especie, que son de
especial atencion para los nosocomios, por su naturaleza innata a antifingicos. (Arif, 1996; Torres,
2000 y Kog et al., 2001)".

12. Candida tropicalis (Castellani) Berkhout (1923).

Después de C. albicans, es considerada como una de las especies mas encontradas en los
productos patoldgicos de pacientes (Cantdn et a/., 2001). Se sabe, que “la capacidad invasora de
esta especie es mayor que la de C albicans”. Se aisla con mas frecuencia a pacientes con
enfermedad hematoldgica o receptores de médula dsea y suele adquirirse mediante algin
mecanismo enddgeno en los primeros dias de hospitalizacion en ausencia de profilaxis antifingica
(Cantodn et al,, 2001). Afecta generalmente mucosa oral, sangre, huesos/articulaciones. Asociada a
pacientes con Infeccidén por VHI, tumores sodlidos, trasplante de médula 6sea y leucemia (Wright y
Wenzel, 1997) La mayoria de los aislados de C. tropicalis son susceptibles a fluconazol, anfotericina

B, e itraconazol (Moran et al., 2002).

13. Identificacion

“La identificacion de las especies que corresponden a estas levaduras no solo se basa en la
morfologia macro y microscopica, sino también en pruebas fisioldgicas y bioquimicas que se hacen
con los cultivos aislados. Todas las especies de Candida mencionadas pueden ser aisladas en
Sabouraud dextrosa agar o en Mycosel agar” (Herrera y Ulloa, 2004). Se hacen pruebas
tradicionales que evallan las caracteristicas intrinsecas del hongo, de poseer enzimas vy

componentes que pueden degradar sustratos.



Dentro de las cuales tenemos a la reduccion del sufito de bismuto (utilizando el agar BIGGY),
hidrdlisis de la urea (con el agar urea de Christensen), el uso de agares cromogénicos que permiten
la identificacion a nivel de especie de las levaduras, existiendo muchas marcas comerciales de ellos
(Odds, 1994; Godoy, 2001 y Quindds, 2001); la filamentacién en suero humano, que sirve para
evaluar a las 2 horas la formacidon del tubo germinativo, caracteristico de C. albicans y C
dubliniensis y ello permite diferenciarla de otras especies pertenecientes al género. La produccion
de clamidoconidios (en agar harina de maiz adicionado con tween 80) y su disposicidén (en agar
niger). Se evalla la termotolerancia (a 37°C) y la resistencia o sensibilidad a actidiona (siembra en
medios conteniendo el antibiotico) (Rippon, 1990).

La distincidén de especies también se puede obtener por pruebas de asimilacién y fermentacién de

diversas fuentes de carbono (usando auxanogramas, manuales o automatizados).

El estudio del genoma entre otras cosas, contribuye confiablemente al esclarecimiento de la
identidad de los organismos, por lo que el analisis molecular de levaduras posee valor practico,
para la identificacion rapida y precisa en muestras heterogéneas procedentes de origen clinico y
ambiental. Estudios de biologia molecular, analizan el ADN utilizando técnicas como el
polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente (RAPDs) para estudiar la diversidad genética entre
cepas de mismas especies del género Candida (Boldo et a/., 2003) o bien para diferenciar especies
que bioguimicamente tiene un perfil muy similar, como lo son C. albicansy C. dubliniensis (Alonso,
2000 y Bautista, 2003). A través de trabajos de ensayo-error, se han optimizado las condiciones de
la reaccion en cadena de la polimerasa PCR para que se lleve la identificacion de especies de
Candida (Sansinforiano, 2001).

Se han disenado primers a partir de intrones y regiones intergénicas para identificar a especies del

género Candida (Baquero et al., 2002 y Sandoval, 2008).

Con estas herramientas la determinacion de especie es mas rapida y certera. Sin embargo estas
técnicas son costosas, por lo que el acceso se ve limitado a aquellas personas que pueden

sustentarlas y quienes cuenten con los recursos humanos que sepan utilizarlas.



II. ANTECEDENTES.

Acerca de la frecuencia de Candida y candidiasis en México, Lopez (1995) reporto la frecuencia de
micosis pulmonares en pacientes hospitalizados por diferentes neumopatias. En dicho estudio, la
candidiasis se encontr6 como la mas frecuente y asociada a enfermedades de base como
tuberculosis pulmonar, diabetes y carcinoma pulmonar (Lopez, 1995). Mas tarde, Manzano en el
ano 2000, estudié las levaduras, como agentes causales de micosis, y mostré la frecuencia de
aislamiento de levaduras en pacientes atendidos en un Hospital de la Ciudad de México. Ambos
estudios se realizaron a partir de productos bioldgicos de pacientes. En ellos, se enfatiza a Candida
spp. y especificamente a C albicans, como un grupo de levaduras causante de micosis y

frecuentemente aislado de pacientes hospitalizados.

Hernandez, et a/, analizaron la frecuencia de micosis en pacientes inmunosuprimidos, donde a
partir de productos bioldgicos, se establecid su relacién con alguna micosis. Aqui, se incluye a
Candida como grupo frecuentemente asociado a patologias y los factores de inmunocompromiso
(Hernandez et al., 2003).

Los servicios mas preocupados por vigilar epidemioldgicamente la Infeccion Nosocomial (IN), son
los pediatricos y las unidades de cuidados intensivos (UCI) (Diaz, 1999; Hernandez, 2006 y
Morayta, 2006); en los cuales se han hecho diversas encuestas que dan a conocer los agentes
etioldgicos mas frecuentes causantes de IN, con el fin de tomar acciones preventivas y control
sanitario (Hernandez, 2006), enfatizando la necesidad de tener un programa de control

epidemioldgico rutinario (Diaz, 1999).

Estos reportes generalmente enfatizan a las bacterias, como los principales agentes etioldgicos y
cuando se da importancia a los hongos (Diaz, 1999 y Valenzuela, 2004), indiscutiblemente las

levaduras del género Candida hacen su aparicion.

Valenzuela (2004) realizd un trabajo en el Hospital de Cardiologia del CMN SXXI IMMS, donde
enfatiza la importancia de la vigilancia epidemioldgica en IN e investiga las tasas de infeccién por
sitio y servicio, asi como la frecuencia de agentes causales comunes y encontré a Candida

albicans como el principal microorganismo aislado de urocultivos y el factor de riesgo relacionado,

fue la instalacion de catéter urinario.



Sanchez (2004) en el hospital de pediatria, del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS,
investigd en los pacientes la frecuencia de infecciones sistémicas por Candida durante el periodo
1991-2003 y encontré como principales agentes causales productores de candidemias a C. albicans,
C. parapsilosisy C. tropicalis, destacando: 1) El aumento de Candida no albicans, 2)

A las UCI pediatricas, como un sitio cuyos integrantes son altamente vulnerables de contraer
candidemias (mas del 50% de las infecciones sistémicas por Candida se encontraron en este sitio).
Actualmente se conoce que algunos brotes intrahospitalarios son el resultado de contaminacién a
partir del ambiente, y estas formas nosocomiales adquieren mayor importancia que las adquiridas
de manera enddgena. Una alta proporcion de pacientes son colonizados por Candida durante su

estadia hospitalaria (Villanueva y Arenas, 2007).

1. Candida y el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE (CMN).

En el informe anual de infecciones intrahospitalarias del CMN en 2005, se registré que las areas del
hospital que presentan mayor nimero de casos son: Servicio de Hematologia, Unidad de Terapia
Intensiva Pediatrica, Unidad de Cuidados Intensivos Post-Quirtrgica, Unidad de Hemato-Pediatria y
la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (Servicio Epidemiologia CMN 20 de noviembre,
ISSSTE).

Morayta, et al. (2006) reportaron que en el CMN, los pacientes de la Unidad de Cuidados

Intensivos Neonatales (UCIN) en primer lugar y aquellos de la Unidad de Terapia Intensiva
Pediatrica (UTIP) en segundo lugar, eran los mas afectados por infecciones nosocomiales. El
proceso encontrado con mayor frecuencia fue el de sepsis relacionada con catéter y el grupo y

factor de riesgo mas involucrados fueron los recién nacidos y la desnutricion.

En ambos registros, las infecciones nosocomiales investigadas son exclusivamente de etiologia
bacteriana, por lo que la frecuencia y desarrollo de las infecciones nosocomiales de origen flingico
eran datos desconocidos.

El presente estudio inicié cuando en el mes de enero del 2007, se reportaron los casos de posibles
candidemias en tres pacientes internados en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (UCIA).
Se enviaron al laboratorio del hospital, los productos patoldgicos de los pacientes y como resultado
de los analisis, se report6 el aislamiento de Candida glabrata y C. tropicalis. Correlacionando los
hallazgos de laboratorio con los pacientes, se concluyd que cada uno de los dos aislados de C
glabrata correspondieron a dos pacientes que para ese momento ya habian muerto, mientras que
el paciente de quien se aisléd C. tropicalis, mejord su estado y fue trasladado de la UCIA a otra sala

del hospital.



iii. JUSTIFICACION.

En la literatura nacional especializada en Micologia Médica, existen diversos trabajos que muestran
la frecuencia en el aislamiento de Candida spp. a partir de productos bioldgicos de enfermos

hospitalizados, pero no de aislamientos obtenidos del ambiente que circunscribe a los pacientes.

En el CMN 20 de noviembre no existen reportes epidemioldgicos acerca de la frecuencia de
infecciones, que incluyan a los hongos como agentes causales. Aunado a ello, es importante el
identificar la micobiota que podria estar en contacto con los pacientes inmunosuprimidos que se
encuentran en la Unidad de Cuidados Intensivos, ya que por su estado inmunoldgico son blanco

perfecto para que se pueda desarrollar en ellos una candidosis.

No hay que perder de vista que el presente estudio tiene implicaciones a nivel epidemiolégico muy
importantes, en cuanto a adoptar y mantener las medidas higiénicas que debe tener el personal, ya
que éste podria fungir como un vector para una transmision del patégeno. Por otro lado, podria
ayudarnos a vislumbrar qué factores de riesgo son los que pueden estar mayormente implicados en

una infeccion por Candida dentro de la Unidad, reflejo de la frecuencia y de las levaduras.

Por lo anterior el presente estudio, pretende relacionar a las levaduras obtenidas en los productos
patoldgicos de tres pacientes confinados en la UCIA, con aquellas aisladas dentro del ambiente de
la Unidad.



IV. OBJETIVOS.

14. Generales:

- Aislar levaduras del género Candida spp. a partir del ambiente (productos bioldgicos y

superficies inertes de contacto) correspondiente a la Unidad de Cuidados Intensivos de
Adultos (UCIA), del CMN 20 de noviembre.

- Identificar a las especies de Candida, aisladas de los casos clinicos y de las muestras

ambientales, asi como correlacionarlas.

15. Particulares:

- Utilizar diferentes técnicas para la identificacion de Candida spp.

- Proponer las potenciales fuentes de contagio de Candida spp., en el ambiente

intrahospitalario.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

16. Descripcion del lugar de estudio.

El Centro Médico Nacional (CMN) 20 de noviembre del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), esta ubicado en la zona sur del Distrito Federal. Es un
centro de alta especialidad (ofreciendo atencidén de segundo y tercer nivel), integra las siguientes
especialidades: Medicina interna, dermatologia, geriatria, reumatologia, endocrinologia, nefrologia,
hematologia, cardiologia, urologia, cirugia maxilofacial reconstructiva, cirugia plastica, cirugia
general, ortopedia, oncologia quirdrgica, y médica, neurocirugia, otorrinolaringologia,
gastroenterologia, neurologia, perinatologia, neonatologia, neurocirugia, cirugia cardiovascular y
toracica, oftalmologia, neumologia, infectologia y 6 unidades (de Adultos, Pediatrica, de Neonatos,

de Quemados, Coronaria y de Trasplantes).
Es un complejo de 5 edificios aledafios: el A pertenece a la zona de hospitalizacion (donde se

realizd el estudio); el B a consulta externa; el C a la parte de administracion, personal y direccion;

el D destinado a investigacion y el E es el edificio de ensefanza. (Foto 1).

Foto 1. Complejo del Centro Médico Nacional 20 de noviembre, ISSSTE.




La UCIA esta en el 7° piso del edificio A, conformado por 12 cuartos de hospitalizacion, cuartos de
trabajos médicos, centrales de enfermeras, guarda equipo, cuartos de diagndstico y laboratorios
diagnodsticos. A ella pueden ingresar los familiares de las personas hospitalizadas con previo lavado
de manos. Se tiene acceso a ella por una puerta de cristal, aledafio a ella hay un lavabo para
visitas, junto a la puerta de entrada se encuentra la cocina y en seguida un pasillo largo que
comunica a los cuartos del 701 al 710. Justo enfrente de ellos, y en orden de aparicion, desde la
puerta de acceso, esta el laboratorio diagndstico, cuarto 712, cuarto de trabajos médicos, central
de enfermeras, guardaropa, cuarto diagnostico, central de enfermeras, trabajos médicos y cuarto
711.

Todos los cuartos donde se encuentran los pacientes tienen el mismo disefio y acomodo del
mobiliario; poseen una cama, un sofa, lavabo, cortinas, mesa de soluciones para curaciones,
consolas y aparatos para medir parametros vitales, mesa movil para alimentos, tripié para suero y

soluciones.

17. Reporte de casos de candidosis sistémica.

En enero del 2007, se reportd por la unidad de Epidemiologia del CMN, tres casos de posible
candidemia en pacientes pertenecientes a la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (UCIA),
pues de manera recurrente pudieron ser aisladas levaduras del género Candida a partir de diversos
productos patologicos de los pacientes. El Laboratorio de Microbiologia del CMN identifico dos
especies: Candida glabrata y C. tropicalis. Los aislados de C. glabrata correspondieron a dos
pacientes que para ese momento ya habian muerto. El paciente de quien se aislé C. tropicalis,
mejorod su estado y fue trasladado de la UCIA a otra sala del hospital. Los tres aislados de Candida,
fueron resembrados en agar Sabouraud, para su inclusién en las muestras a identificar para su
posterior proceso. Para diferenciar éstos aislados clinicos de aquellos debidos al muestreo, se

decidié denominarlos como muestras de “pacientes iniciales”.

18. Datos Clinicos y Demograficos de los “pacientes iniciales”.

Se revisaron los expedientes de esos tres pacientes, para obtener algunos datos clinicos y
demograficos como: Nombre, sexo, edad, producto bioldgico a partir del cual se aisld la levadura,
antecedentes clinicos generales, diagnodstico de ingreso, enfermedad de base, evolucidon de la

infeccion, fecha del aislamiento de la levadura y tratamientos antimicdticos empleados.



19. Muestreo ambiental.

Para obtener las muestras, previamente se siguieron las normas higiénicas de: Lavado de manos,

uso de bata, tapabocas y guantes estériles.

Absolutamente todo el material utilizado para la toma de las muestras (hisopos, soluciones,

cuadrados de alfombra o moquetas, papel filtro, etc.) fue esterilizado e higiénicamente

transportado para su uso. Todo el procedimiento de muestreo fue asesorado por el personal del

Laboratorio de Epidemiologia del CMN.

19.1 Coleccidn. Por su naturaleza, las muestras fueron divididas en dos grupos:

Muestras de areas inertes: Aire ambiente, superficies y mobiliario de las

habitaciones (camas, mesas, cuneros, humidificadores y material de curacién)
usados por los pacientes internados en el momento del muestreo) y areas
circundantes (central de enfermeras, cocina, cuarto de trabajos médicos,

cuarto de diagndstico y laboratorio).

Muestras bioldgicas. Exudado faringeo y raspado de piel de manos; del

personal paramédico a cargo de los pacientes y de las personas que en el
momento del muestreo se encontraban en la unidad investigada. El muestreo
del personal fue realizado en turno matutino, vespertino y nocturno. Para el

registro de datos, se aplicd un cuestionario a cada participante en el estudio.

Se consideraron como muestra del paciente, algunos exudados faringeos,
muestras de orina, piel de manos, piel aledafia a catéter, piel aledafia a sonda
nasogastrica y a tubos endotraqueales de aquellas personas que se
encontraban hospitalizadas al momento del muestreo. Para ello, se invitd al
paciente a que voluntariamente aceptara la toma de la muestra, firmando la
carta de consentimiento informado (conforme al Acta de Helsinki), en donde
se enteraba de cual era el procedimiento al que estaria sujeto y los fines de la

investigacion (ver anexo).



19.2 Técnicas de muestreo. Dependiendo del material a muestrear, se utilizaron uno o mas de

los siguientes procedimientos.

19.2.1

19.2.2

19.2.3

19.2.4

19.2.5

Técnica del cuadrado de alfombra o moqueta. Se utilizd para muestrear
superficies grandes y planas. Con un cuadrado estéril de alfombra de 5 x 5 cm
(moqueta) se frotd vigorosamente la superficie a muestrear. Se envolvio la
moqueta en el papel estrasa donde se encontraba estéril y fue transportada al

laboratorio.

Arrastre con hisopo. Se ocupd para muestrear areas reducidas y consistié en
humedecer un hisopo en solucion salina estéril (SSE, ver anexo) y se froto
vigorosamente la superficie elegida, enseguida el hisopo se sumergié en el

tubo con la solucion para ser transportado.

Toma directa de alicuotas. Se utilizd para tomar muestras liquidas. Se tomd
una jeringa estéril y se introdujo al medio liquido a muestrear, tomandose
aproximadamente 2 ml los que fueron introducidos a un tubo estéril para ser

transportados.

Aire-ambiente. Se colocaron cajas de Petri con agar dextrosa Sabouraud (ADS,
ver anexo) separadas en forma equidistante en cada una de las habitaciones y
en otras areas de la unidad. Cada caja se destapé y se expusieron al aire
durante 15 min, para la captura de esporas. Transcurrido el tiempo, las cajas

se taparon y se transportaron al laboratorio.

Exudados faringeos y raspados de manos de personas ubicadas en las areas
de estudio (personal paramédico, intendencia o visitantes). El exudado se
tom6 de la manera convencional ya conocida y el hisopo utilizado fue
sumergido en SSE adicionada con antibidticos (ver anexo). Para la muestra de
manos, se frotaron vigorosamente las palmas, dorso y uias de la persona, con
un hisopo previamente humedecido en aproximadamente 2 ml de

amortiguador de fosfatos (ver anexo).



Posteriormente a cada una de la tomas, los hisopos fueron sumergidos en el
amortiguador y transportados al laboratorio para su proceso inmediato.

Las personas muestreadas pertenecieron a los tres turnos laborales (matutino,
vespertino y nocturno) y a cada una de ellas se les aplicé un cuestionario (ver
anexo). Con esta misma técnica, de aquellos pacientes internados en las areas
estudiadas con previo consentimiento, se obtuvieron muestras de la piel
cercana a donde estaban instaladas sondas o catéteres, raspado de manos y

exudado faringeo.

En todos los casos, las muestras fueron marcadas con clave, fecha y procedencia para su
identificacion.

19.3 Siembra.

En el laboratorio, las muestras obtenidas mediante el cuadrado de alfombra, fueron
sembradas sacudiendo el material en cajas Petri con ADS.

Las muestras de superficies inertes tomadas con hisopo fueron sembradas con el método
de estria masiva en cajas Petri con ADS.

Las muestras liquidas fueron inoculadas en placas con ADS y sembradas por estria
masiva con ayuda de un asa bacterioldgica.

Las muestras, designadas como bioldgicas y tomadas con hisopo fueron sembradas en
medio de ADS.

Todas las siembras (incluyendo las muestras de los “pacientes iniciales”) se marcaron
debidamente para su posterior identificacion y fueron incubadas a temperatura ambiente
(20-26°C) durante dos semanas, con observaciones diarias para identificar cualquier tipo
de crecimiento. Una vez concluido el tiempo, se registrd el nimero de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) correspondientes a bacterias, hongos filamentosos y levaduras;
aquellos cultivos sin crecimiento fueron desechados.

Solo las levaduras fueron resembradas en tubos con ADS y rotuladas para su

identificacion morfoldgica.



20 Identificacion.

Todas aquellas colonias con aspecto levaduriforme, crecidas de los aislamientos primarios, fueron

analizadas mediante el estudio morfoldgico macro y microscopico.

20.1 Pruebas Morfoldgicas.

20.2

20.3

Fueron observadas las siguientes caracteristicas macroscopicas de las colonias: tamaiio,
forma, elevacion, bordes, textura y color. Si la morfologia era similar a la levaduriforme,
se hizo el conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) y procedié la observacion
microscopica mediante un examen directo en fresco de la colonia (en una gota de agua
en un portaobjetos, se suspendid un poco de la colonia y se tapd con el cubreobjetos)
para observar forma y tamano de las levaduras, presencia o ausencia de micelio
verdadero o seudomicelo. Simultdneamente con las mismas muestras, se prepararon

examenes directos con tinta china para identificar capsula.

Purificacion.

Una vez confirmada microscopicamente la presencia de levaduras, las colonias fueron
resembradas por estria de agotamiento en ADS con antibidticos (ver anexo) para su
purificacion. Se incubaron durante 48 horas a 25°C y entonces fueron sometidas a los

métodos de identificacion.

Conservacion.

Todas las muestras a identificar fueron conservadas en solucion salina. Para ello, se tomo
una asada de la colonia, sembrandola por estria masiva en una caja de petri con ADS. Se
incubo 48 horas a temperatura ambiente. Habiendo crecido, se tomé toda la masa flngica
de la caja, y se llevd a un vial que contenia solucién salina fisioldgica. Se introdujo un
cubo de medio de cultivo (ADS o EMA o PDA), se sellé el vial marcandolo con clave y
fecha de la muestra. Una semana después, se hizo la prueba de viabilidad, la cual
consistié en tomar 0.1mL del vial y fueron sembrados por estria masiva en una caja de

petri con ADS.



20.4  Pruebas Bioquimicas y Fisioldgicas.

Todas las pruebas se hicieron a partir de un cultivo de 48 horas en ADS.

20.4.1 A nivel de género.

Los aislados fueron sembrados en agar BIGGY (Bismuth-Glucose-Glycine-Yeast,
para evaluar reduccidn del sulfito de bismuto) (ver anexo) y agar urea de
Christensen para demostrar presencia 0 ausencia de ureasas) (ver anexo). Estas

pruebas discriminan al género Candida de otras levaduras.

20.4.2 A nivel de especie.

Los aislados positivos a nivel de género, fueron sembrados en el sistema
cromdgeno Candida ID2®, que puede diferenciar a las levaduras del género en tres
grupos: 1) Azul cobalto = Candida albicans, 2) Rosadas = Candida tropicalis o C.
kefyro C. lusitaniae y 3) Blancas= Otras especies de Candida que no sean aquellas
caracterizadas por los 2 colores anteriores, e inclusive pertenecientes a otros

géneros (ver anexo).

Otras pruebas efectuadas, en orden de aparicidén, fueron: Suero humano (para
evaluar filamentacién), Agar harina de maiz adicionado con tween 80 (para evaluar
la produccion de seudiohifas, hifas y clamidoconidios), agar Niger (para ver la
disposicion de clamidoconidios), crecimiento en ADS a 37°C (para evaluar
termotolerancia), crecimiento en Mycosel® (para evaluar resistencia a la

cicloheximida).

Todas las levaduras fueron sometidas al auxanograma (asimilacion de
carbohidratos y algunos compuestos nitrogenados) mediante el sistema Vitek® (ver

anexo). Los resultados de esas pruebas fueron registrados.
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Métodos de identificacion.

Para concluir la identificacién final, segun cada una de las pruebas desarrolladas, los
resultados de todas ellas, se agruparon en cuatro rubros principales: 1) Cromdgeno
producido, 2) Pruebas bioquimicas y fisioldgicas tradicionales (reduccién del sulfito de
bismuto, ausencia de ureasas, produccion de seudiohifas, hifas y clamidoconidios,
filamentacion, termotolerancia y resistencia a la cicloheximida), 3) Auxanograma
automatizado VITEK. Cada uno de estos grupos de pruebas orientd a la identificacion de

una especie o0 conjunto de especies.

Para el grupo con mayor nimero de pruebas, el de las técnicas tradicionales, los resultados
obtenidos se compararon con la informacion mostrada en Mycology online

(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

21.2 Analisis molecular.

21.2.1 Extraccion de ADN.

Cada una de las levaduras a identificar, se crecié en 25 ml. de medio liquido YEPD
(ver anexo) estéril por 24 a 48 horas a 37°C y en agitacion a 150 rpm. Se
cosecharon las células centrifugando a 12000 rpm por 5 min. Las levaduras se
dividieron en dos partes: 1) Se conservé un paquete celular con glicerol al 50% 2)
A partir de las levaduras restantes, se extrajo el ADN mediante el método de

fenol/cloroformo.

Las células fueron lavadas y en seguida rotas quimicamente, mediante una
solucién de lisis (ver anexo) y soluciéon de fenol-cloroformo-isoamilico 24:41:1. Se
incubd a 65 °C por una hora, para posteriormente agregar 200 pl de Tris-EDTA
(TE) (ver anexo). Se centrifugd y se obtuvo la fase acuosa en otro tubo limpio. Se
precipitd el ADN con etanol absoluto, mezclando suavemente por inversion y se
dejé reposar 20 minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugd 5 min a 12000 rpm,
se decantd el sobrenadante y la pastilla de ADN obtenida, se dejo secar. Se
agregaron 400 pl de TE y 1l de RNAsa (10pg/ml), dejandose incubar por 30
minutos a 37 °C. Se afiadieron 10 pl de acetato de amonio 4M (ver anexo) y 1ml
de etanol absoluto, mezclando por inversién. Se dejé reposar 20 min a -20°C. Se
centrifugd 5 min a 12000 rpm, se dejo secar el pellet y el ADN se resuspendié en

30 pl de agua inyectable y almacenado a -4°C.



21.2.2

21.2.3 Electroforesis en gel de agarosa

PCR.

Se amplificod parte de la subunidad grande (26S) del ARN ribosomal, el dominio D1:
(CATATCAATAAGCGGAGCAAAAG) y
(GCTCTTGAAACACGGAGC) (Fell, 2000 y Sandoval, 2008), utilizando la siguiente

mezcla estandarizada:

FEP

dominio

Reactivo Volumen

H,O 15.4 pl
Regulador 10X PCR 2 ul
MgCl, (50mM) 1.5l
dNTPs 2 ul
FEP (1:10) 1pl
REP (1:10) 1ul
Taq 0.1 pl
ADN 2 ul

Para la amplificacion, se utilizaron las siguientes condiciones:

Temperatura (°C) Tiempo (min)
94 5
94 1
59 1
72 2
72 10
4 A

D2:

REP

Para poder visualizar la calidad del ADN y el resultado de la amplificacion se hizo

un gel de agarosa al 1% (w/v) en regulador (TAE) 1X (ver anexo). El gel se cubrid

con el regulador y se cargaron 3 pl de cada muestra del amplificado previamente

mezclada con 1 pL del buffer de carga. Como marcador, fue utilizado el



correspondiente a 100 000 pb. Se utilizd una corriente de 90 volts por
aproximadamente 40 min. Posteriormente, el gel se tifid con bromuro de etidio (1
pg/ml) por 20 minutos. El gel fue observado bajo luz ultravioleta y se digitalizé en

un documentador de imagenes Eagle Eye (Stratagene).

21.2.4 Secuenciacion.

El ADN amplificado de cada una de las muestras se purifico, utilizando el kit
comercial “"DNA Clean and Concentrator-5™" (Zymo Research Corp.) siguiendo las
instrucciones de fabricante. Posteriormente los productos purificados fueron
enviados al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia, UNAM para

su secuenciacion.

21.2.5 Analisis de las secuencias.

Se verificd cada uno de los electroferogramas de las secuencias obtenidas, y para
la alineacién y comparaciéon de las mismas, fue utilizado el programa Basic Local
Aligment Search Tool (BLAST) con el fin de encontrar las secuencias que en la base

de datos (GenBank http://www.ncbi.nIm.nih.gov) tenian mayor parecido a las

secuencias problema.

Por medio del programa CLUSTAL X versién 1.83 las secuencias problema se
alinearon con las obtenidas en el BLASTn, y la edicion de las mismas se realizd

mediante el programa Seaview.

22 Correlacion.

La informacion referente a las personas encuestadas, lugares muestreados, tipo de
muestras y pruebas de identificacion, se registraron en hojas de calculo SPSS® versién 15.0
y EXCELL®.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

VII. RESULTADOS

23 Datos clinicos y demograficos.

El Cuadro 1 muestra los datos obtenidos de los expedientes clinicos de los tres “pacientes
iniciales”. Se observa un predominio del sexo femenino y son pacientes cuyo promedio de
edad es de 73 afos. Todos tenian algun factor de inmunocompromiso y recibieron un
tratamiento antimicotico con azoles, dos de ellos con resultado fatal (asociados a C.

glabrata) y una con buena respuesta a la terapia y sobreviviente (asociada a C. tropicalis).

24 Muestreo.

En total fueron tomadas 138 muestras (cuadro 2), 45 (33%) obtenidas de superficies
inertes y 93 (67%) a partir de productos bioldgicos (Fig. 1).

Sélo en 26 muestras se observd crecimiento levaduriforme, 24 de las cuales pertenecieron
al grupo de muestras bioldgicas y solo dos a las inertes, resultados estadisticamente

significativo (x*=10.547 p= 0.001) (Fig. 2 y foto 2).

Debido al proceso de purificacion, de las 26 colonias obtenidas en el aislamiento primario,

el nimero total de aislados, se incrementé a 37 (cuadro 3 y fotos 3 y 4).

Los 37 aislados purificados mas los tres aislados obtenidos de los tres pacientes iniciales, pacientes
problema, nos dieron un total de 40 aislados. Ellos fueron identificados como levaduras
pertenecientes al género Candida por pruebas morfoldgicas (foto 5) y tradicionales (fotos 6, 7, 10,
11y 12).

Es relevante el hecho de que mas de la mitad de los aislados pertenecieron a ocho especies de
Candida diferentes a albicans y ademas, se identificd un aislado, debido al muestreo, como
Saccharomyces cerevisiae. La figura 3, muestra la frecuencia de aparicion de cada una de las

especies identificadas del muestreo y “pacientes iniciales”.



hospitalizacion

Insuficiencia renal

cardiaco

Cuadro 1. Datos clinicos y demograficos de los pacientes problema.

Paciente 1 2 3

Edad (afios) 82 52 85
Género Masculino Femenino Femenino

Enfermedad de ]
Diabetes mellitus Diabetes mellitus Cancer
base

Motivo de Cambio de catéter Lesion en una

articulacion

Producto bioldgico

Liquido de lavado

Liquido de lavado

Liquido de lavado

bronquial bronquial bronquial
Tratamientos Fluconazol y
o Fluconazol ) Fluconazol
antimicdticos Voriconazol
Identificacion o
o C. glabrata C. glabrata C. tropicalis
Inicial
Dias de _
S 8 40 Desconocido*
hospitalizacion
Evolucién de la . ]
Fallecio Fallecio Viva

infeccion

*Se desconoce el dato, ya que el paciente presentd mejoria y fue trasladado a otra area de hospitalizacion.




Figura 1. Proporcion de muestras de origen biologico vs. origen inerte, en un total de

138 muestras colectadas.

Cuadro 2. Numero de muestras con crecimiento levaduriforme y su procedencia.
Tipo de o NUmero de Muestras con
Divisién de muestras
muestras muestras Candida spp.
exudado 1 1
Pacientes* piel *** 10 2
Bioldgicas Orina 2 0
manos 39 5
Personal
exudado 41 16
Superficies** 11 1
Inertes
Aire Ambiente 34 1
Total 138 26

X2=10.547 (p 0.001)

*Se refiere a aquellos pacientes hospitalizados, presentes en el momento del muestreo y que voluntariamente se integraron

a la encuesta.

**Correspondientes a: Barandal de cama, quicio de ventana, mesa empotrada a la cama, mesa Pasteur auxiliar de

enfermeria con soluciones, caja para colocar material de curacion, superficie exterior de frasco de solucién parenteral en

uso, punta de aspiracion de secreciones en uso, tubo de cabecera donde se colocan las puntas de aspiracion, dos trampas

de filtro y humidificador.

***Ge refiere al raspado de la piel tomado de manos y la aledafa a catéter o sondas.



Figura 2. Distribucion de los 26 aislamientos levaduriformes en las muestras de

origen biologico e inerte.

Inertes, 2

Foto 2. Primo-aislamientos a partir de aire-ambiente. Se observa abundante
crecimiento de hongos filamentosos y algunas colonias bacterianas,

por el contrario, pocas levaduras.




Cuadro 3. Distribucion de 37 UFC" en los ambientes muestreados.

No. de muestras con | Total de UFC levaduriformes
Tipo de muestra
crecimiento Purificadas
BIOLOGICAS PACIENTES 3 5
PERSONAL 21 30
INERTES AIRE - AMBIENTE 1 1
SUPERFICIES 1 1
Total 26 37

*UFC = Unidad formadora de colonia

Foto 3. Morfologia macroscopica de dos colonias purificadas

a partir del primoaislamiento.




Foto 4. Colonias redondas, blanco-amarillentas de consistencia cremosa, con bordes

completos de poca elevacion, caracteristicas de levaduras del género

Candida spp.

Foto 5. Estudio de la morfologia colonial microscépica (40x). Se observan miiltiples

levaduras ovoides.




25 Identificacion.

La reduccion del sulfito de bismuto en el medio BIGGY (foto 6) y la ausencia de ureasas en el
medio de Christensen (foto 7), fueron pruebas que confirmaron la identificacion de género, es

decir, los 37 aislados obtenidos se corroboraron como Candida spp.

Siguiendo las instrucciones del fabricante de Candida ID2®, desafortunadamente, sélo pudo
diferenciarse de manera certera a C. albicans con la presencia de azul cobalto (foto 9). Para el
resto de las especies de Candida, la identificacion no fue determinante (foto 8).

Consecuentemente, se tuvieron que efectuar otras pruebas.

La primera de ellas fue la siembra en suero humano para observar la presencia del tubo
germinativo, caracteristica distintiva de C. albicans y C. dubliniensis (foto 10). El cultivo en agar
harina de maiz se empled para distinguir a las especies productoras de clamidoconidios C. albicans
y C. dubliniensis, de las que Unicamente producen blastoconidios, como Candida glabrata, y del

resto de las especies que producen seudomicelio (foto 11).

Con el fin de discernir entre C. albicans y C. dubliniensis (muy similares fenotipicamente), se
empled el medio Niger para que a través de la observacién de la disposicion de los clamidoconidios
producidos (foto 12), pudiera discriminarse a cada una de las especies. Ninguno de los aislados se

identificd como Candida dubliniensis.

El sistema de auxanograma automatizado VITEK®, garantiza rapidez en la identificacién asi como
resultados mas confiables que los de las técnicas manuales (foto 13), asi que partiendo de ese
principio y a partir de multiples purificaciones, pudieron obtenerse las identificaciones mostradas en

el cuadro 4.



Foto 6. Cultivo en agar BIGGY. A) Colonias de color gris obscuro, correspondientes

al control negativo. B) Colonia color marrén caracteristica del género
Candida.

A) B)

Foto 7. Cultivo en urea de Christensen. A) Prueba negativa (ausencia de ureasas) y
control positivo con Cryptococcus neoformans.

B) Pruebas: positiva, negativa e hidrolisis intermedia.




Foto 8. Medio de cultivo cromégeno: Candida ID2®. A) Colores caracteristicos
dependiendo de la especie de Candida que se trate. B) Inhibicion del

crecimiento por componentes de dicho medio.

Candida tropicalis o C. lusitaniae o C. kefyr

Candida albicans

Otras especies

Foto 9. Medio de cultivo cromégeno: Candida ID2®. Colonias con pigmento y

morfologia uniforme.




Foto 10. Incubacion por 2h a 37°C en suero humano. Vista microscopica (40x) de la
filamentacion de Candida en suero humano. A) Presencia de tubo

germinativo (caracteristico de C. albicansy C.dubliniensis).

B) El resultado negativo de la prueba, identifica a otras especies de Candida.




Foto 11.

Cultivo en agar harina de maiz con tween 80. A) Vista microscopica a 40x
mostrando hifas verdaderas y clamidoconidios, estructuras que identifican a
C. albicansy C. dubliniensis. B) Ausencia de seudomicelio, desarrollo
exclusivo de levaduras y blastoconios, caracteristica de C. g/abrata y C)

Presencia de seudomicelio, blastoconidios y levaduras, morfologia

perteneciente a otras especies de Candida.




Foto 12. Disposicion de clamidoconidios en Agar Niger. A) Clamidoconidios

dispuestos de manera terminal y Unicos, caracteristicos de C. albicans.

B) Clamidoconidios dobles o en racimo de C. dubliniensis.

Foto 13. A) La imagen muestra las tarjetas con los sustratos para asimilar.
B) Ejemplo del perfil bioquimico, veredicto y porcentaje de probabilidad de
especie que es dada por el equipo.




Con respecto al analisis molecular, se obtuvo el ADN de las 37 asilados derivados del muestreo vy el
de los tres “pacientes iniciales”. En la foto 14, se observa la imagen del gel en el que se aprecian
los purificados de la amplificacion obtenida mediante los oligos FEP y REP, de algunas de las cepas
estudiadas.
Desafortunadamente, de los 37 amplificados, solo se obtuvieron las secuencias de 33 aislados
(cuadro 4).

Es relevante el hecho de que mas de la mitad de los aislados pertenecieron a ocho especies de
Candida diferentes a albicans y ademas, se identificd un aislado, debido al muestreo, como
Saccharomyces cerevisiae. La figura 3, muestra la frecuencia de aparicion de cada una de las

especies identificadas del muestreo y “pacientes iniciales”.

25.1 Identificacion molecular de los “pacientes iniciales”

Inicialmente, el laboratorio del Hospital identificd a C. g/abrata en liquido de lavado bronquial de los
pacientes 1, 2. Sin embargo, al hacer la identificacidon molecular, se determind que la especie del
paciente 1 no correspondia a C. glabrata, sino a S. cerevisiae. (Cuadro 4, num. 38*, 39* y 40%),
Por otro lado, en el caso de los pacientes 2 y 3 se corrobord la identificacién como C glabratay C
tropicalis.

Foto 14. Amplificados de REP y FEP de 7 aislados.

1000

600

300

1-7 aislados del muestreo; pb: pares de bases; M: marcador de 1000pb.



Fig. 3. Especies del género Candida encontradas en el muestreo de la UCIA.
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Cuadro 4. Resumen de especies del género Candida determinadas por las pruebas de identificacion.

PRUEBAS AUXANOGRAMA TECNICAS
CROMOGENO BIOQUIMICAS (% MOLECULARES Aislada
TRADICIONALES probabilidad) (% identidad) de:
C. lusitaniae,
No crecid C. parapsilosis, C. parapsilosis C. parapsilosis Aire
C. krusei, (99) (100) Ambiente
S. cerevisiae
No crecié C. famata No identifico C. famata (99) Manos
No crecio C. krusei No identifico C. deformans (99) Manos

C. glabrata, C. dubliniensis,

C. parapsilosis, C. lipolytica,

C. lipolytica C. lipolytica

C. krusej, C. famata polyt polys Manos

(99) (98)

C. famata,
C. zeylanoides
C. lusitaniae,
o C. parapsilosis, ) - Manos
C. tropicalis, C. kefyr C. famata C.guillermondii
C. krusei,
C. lusitaniae (80) (99)

S. cerevisiae




6 C. lusitaniae,
C. tropicalis, C. kefyr C. parapsilosis, C. guillermondii C. guillermondii Manos
C. lusitaniae C. krusei, (88) (99)
S. cerevisiae
7 C. glabrata, C. dubliniensis, o
C. lusitaniae,
C. parapsilosis, C. lipolytica, o o o
] C. parapsilosis, C. parapsilosis C. parapsilosis
C. krusei, Manos
C. krusei, (97) (99)
C. famata, o
S. cerevisiae
C. zeylanoides
8 C. zeylanoides,
N C. zeylanoides C. zeylanoides
No crecio C. kefyr, Manos
. (99) (99)
S. cerevisiae
9 No creci6 C. kefyr C. zeylanoides (99) C. zeylanoides (100) Manos
10 N C. glabrata C. krusei
No crecio C. famata (100) ]
C. famata (61) Exudado faringeo
11 y C. glabrata S. cerevisiae C. famata Exudado faringeo
No crecio
C. famata (90) (82)
12 C. glabrata, C. dubliniensis, o
C. tropicalis
C. parapsilosis, C. lipolytica, ) ) ] ]
] C. lipolytica C. lipolytica ] ] )
C. krusej, ) - C. lipolytica (95) Exudado faringeo
C. guillermondii (99)
C. famata,
C. kefyr
C. zeylanoides
13 C. glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. tropicalis C. parapsilosis

C. parapsilosis, C. lipolytica,

C. parapsilosis,

(99)

(100)




C. krusej,
C. famata,

C. zeylanoides

C. krusei,

S. cerevisiae

Exudado faringeo

14 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica, o C. pincinguabensis
C. tropicalis .
C. krusej, S. cerevisiae (100) Exudado faringeo
(55)
C. famata,
C. zeylanoides
15 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
16 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (100)
17 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
18 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (92) No determinada
19 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (93)
20 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) No determinada
21 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
22 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (100)




23 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
24 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (100)
25 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
26 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
27 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) No determinada
28 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica,
) C. zeylanoides . ,
C. krusei, o C. lambica (99) C. glabrata (77) Exudado faringeo
S. cerevisiae
C. famata,
C. zeylanoides
29 C. albicans Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (100)
30 C. albicans ) ) ) Exudado faringeo
C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99)
31 C. adubliniensis S ) ) Exudado faringeo
C. dubliniensis C. albicans (99) C. zeylanoides (100)
32 C. glabrata, C. dubliniensis,

C. parapsilosis, C. lipolytica,
C. krusej,

C. glabrata

C. glabrata (87)

No determinada

Humidificador




C. famata,

C. zeylanoides

33 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis,
C. lipolytica, Sonda
polyo S. cerevisiae (85) .
C. krusej, C. glabrata S. cerevisiaeééil nasogastrica
C. famata,
C. zeylanoides
34 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica,
] o C. parapsilosis C. parapsilosis ]
C. krusei, C. parapsilosis Catéter
(99) (100)
C. famata,
C. zeylanoides
35 ) ) ) ) Exudado faringeo
C. albicans C. albicans C. albicans (99) C. albicans (99) _
de paciente
36 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica, Exudado faringeo
parap et C. glabrata C. glabrata 9
C. krusel, C. glabrata de paciente
(99) (100)
C. famata,
C. zeylanoides
37 C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica, C. glabrata C. glabrata Exudado faringeo
] C. glabrata _
C. krusej, (99) (100) de paciente

C. famata,




C. zeylanoides

38* C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica, C. glabrata o o Liquido de
S. cerevisiae S. cerevisiae
C. krusei, C. famata lavado bronquial
(99) (100)
C. famata, S. cerevisiae
C. zeylanoides
39%* C. glabrata, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. lipolytica, Liquido de
parap ] poly C. glabrata C. glabrata a )
C. krusei, C. glabrata lavado bronquial
(99) (100)
C. famata,
C. zeylanoides
40% Liquido de

C. tropicalis, C. kefyr

C. lusitaniae

C. tropicalis

C. tropicalis
(99)

C. tropicalis (98)

lavado bronquial

* Datos correspondientes a los “pacientes iniciales”




VIII. DISCUSION.

Los tres pacientes con diagndstico de candidosis y con quienes se inicié este estudio, cumplian con
factores que favorecieron la infeccion. Lo interesante de estos casos, es 1) Presentan el aislamiento
de especies diferentes a C. albicans, o que apoya la tendencia ascendente de las especies Candida
no albicans que se ha venido registrando en algunos estudios desde finales de los 90s (Fridkin y
Jarvis, 1996; Vazquez, 1998; Calderone, 2002); 2) La identificacién de C, glabrata y la muerte de
los pacientes en quienes se aisld, son factores intimamente asociados al desconocimiento de la
resistencia de la levadura a los antifingicos de origen azdlico (Castafio, 2004); 3) La identificacion
de C tropicalis, a partir de una mujer adulta de 85 afos, es interesante ya que el aislamiento de

esa especie de Candida generalmente se asocia a pacientes pediatricos (Sanchez, 2004).

Del muestreo efectuado, el crecimiento de Candida spp., se observd dominantemente mayor, en
las muestras bioldgicas (piel y mucosas); lo cual seguramente esta relacionado con: 1) El papel
bioldgico natural de las levaduras como comensales en el humano y 2) Los adecuados métodos de
limpieza y desinfeccion llevados a cabo en el hospital para sanitizar las superficies de contacto del

mobiliario y en consecuencia, el aire ambiente.

De los 37 aislados de Candida, 30 de ellos fueron obtenidos a partir de los exudados faringeos y
raspados de manos del personal a cargo de los pacientes en la UCI. Si tomamos en cuenta que en
muchos casos, la persona a muestrear acudia a lavarse las manos justo en el momento en que se
le avisaba que se le iba a tomar una muestra, se puede deducir que la cantidad de aislamientos
hubiera sido mayor, si no se hubiera avisado del procedimiento. Lo anterior reafirma el
conocimiento de que las manos son el vehiculo mas comun para transmitir infecciones; por lo que
es imprescindible que todo el personal de salud entienda la importancia de lavarse las manos, antes
y después de cada actividad y no necesariamente cuando se conozca que sera un sujeto de

muestreo.

El cultivo en el sistema cromdgeno Candida ID2®, segin el fabricante (Biomerieux), es
recomendado para la identificacion especifica de las levaduras problema; sin embargo, la
experiencia en este estudio permite comentar que este tipo de alternativa cromdgena: 1)
Exclusivamente identifica de manera certera a Candlida albicans, para el resto de las especies el
método es solo orientador y 2) Desafortunadamente, los componentes que integran al medio de

cultivo, resultaron inhibidores del crecimiento de algunos aislados, lo que impidié identificarlos.



El caracter menos Util para la identificacion de las levaduras de Candida spp., es la morfologia
colonial macroscdpica observada en los medios de Sabouraud y en agar BIGGY, pues en ambos la
aparicion de morfologias diferentes no implican, necesariamente, diferentes especies, ademas de
que morfologias iguales pueden estar asociadas a diferentes especies.; sin embargo, las
morfologias microscopicas del cultivo de las levaduras en suero humano y en agar harina de maiz,
ratifican la utilidad de estas técnicas en la diferenciacion de algunas especies, aunado a la facilidad
de ejecucién y bajo costo de los insumos. Consecuentemente, se recomienda el uso de agar BIGGY
que, al igual que el agar de Christensen, funciona mas como prueba bioquimica identificadora del

género Candida, que como una herramienta morfoldgicamente Util.

En nuestro estudio, enfatizamos la importancia de combinar los resultados del agar BIGGY y el agar
de Christensen como técnicas orientadoras a nivel de género, pues en el caso de confusion por
hidrolisis “parcial” de la urea en Christensen, entonces la reduccién del sulfito de bismuto en BIGGY
nos daria la identificacion del género; o en su caso, la presencia de pigmentos ocres no bien
definidos en BIGGY, pero la presencia de hidrdlisis de urea positiva, disminuye la proporciéon del
error, aumentando la confiabilidad en la identificacion.

Para identificar especies diferentes a C. albicans, C. dubliniensisy C. glabrata, resultd una tarea
dificil, ya que existen gran cantidad de listas y bases de datos fisicas y electronicas que,
dependiendo del autor, se incluyen diversos parametros y en aquellos en que se valoran las mismas
caracteristicas, los resultados no concuerdan, ademas de que para muchas especies los parametros
evaluados son ambivalentes; todo ello confunde y evita tomar una decision en la identificacion. Es

en éstos casos en donde la tecnologia VITEK® da un apoyo fundamental.

El auxanograma automatizado VITEK® permitié la identificacion de las levaduras en 36 de 40
aislados, sélo a partir de una escrupulosa purificacion de los microorganismos; dos aislados nunca
pudieron crecer durante la incubacién (se hicieron tres intentos) y en los otros dos, el equipo no
pudo discernir la identificacion entre dos o tres especies, a pesar del cultivo monosporico. Esta
situacion nos muestra la eficiencia del método, pues la gran mayoria de las levaduras se
identificaron; sin embargo, desde el punto de vista cualitativo queda la desconfianza acerca de si la
etiologia de las levaduras no identificadas corresponderia a alguna de las especies resistentes a

antifingicos.

Con la técnica molecular, la identificacion obtenida con los métodos tradicionales fue corroborada.
Por otra parte, en aquellos casos en que la identificacion con pruebas bioquimicas tradicionales se

dificultd, se justificé ampliamente el uso de la herramienta molecular.



Consideramos importante enfatizar la importancia y utilidad de la técnica molecular como una
excelente herramienta en la determinacion de la especie. Si no se cuenta con la manofactura, de
insumos y personal capacitado, es bueno apoyarse en dichas técnicas “caseras”, y de acuerdo a
nuestra experiencia es importante contemplar mas de uno de los 3 métodos utilizados (cromdgeno,
pruebas bioquimicas y/o auxanograma VITEK®) para tener mas elementos que ayuden a que la

identificacion sea lo mas veras posible.

Independientemente del método de andlisis, este estudio confirma de nuevo la indiscutible y
predominante presencia de C. albicans, lo que a su vez esta en intima relacion con el papel
bioldgico de la levadura como comensal ya que la mayor parte de los cultivos fueron obtenidos de

exudados faringeos de personal aparentemente sano.

C. glabrata se aisld de tres exudados faringeos, uno de personal y dos de pacientes hospitalizado al
momento del muestreo. Este hallazgo cobra importancia epidemiolégica debido a la resistencia
innata de esta especie hacia los azoles, grupo de antifingicos profilacticos por eleccién en el
hospital. El aislamiento de ese agente en una UCI, alerta al personal médico y para-médico, para
fortalecer las medidas preventivas de higiene ya que en dicha area se encuentran pacientes
idoneos, con alta probabilidad de contraer una candidiasis sistémica y cuya situacion se complicaria

en extremo, si el agente causal fuera C. glabrata.

En este estudio C. parapsilosis, ocup6 el segundo lugar en frecuencia después de C. albicans, fue la
Unica especie recuperada de aire-ambiente, lo que evidencia su presencia en los cuartos de
hospitalizacién, hecho que cobra relevancia epidemioldgica. Estd documentado que C. parapsilosis
afecta principalmente a pacientes hospitalizados y en especial a los que se encuentran en UCI’s
(Kuhn et al, 2004). Con estos antecedentes, es muy recomendable sistematizar métodos de

muestreo que evallen periddicamente, la calidad del aire en las UCI 's.

La identificacion de C. glabrata a partir de los productos bioldgicos de un “paciente inical”, fue
reemplazada por la genotipificacion como Saccharomyces cerevisiae. En la literatura especializada
cada vez se encuentran con mayor frecuencia casos de infeccion por S. cerevisiae (Tawfik et al.,
1989; Smith et al, 2002 y Cassone et al., 2003), ademas de que el estudio de esta levadura ha
revelado la presencia de caracteristicas bioldgicas que estan intimamente relacionadas como
factores de virulencia. En nuestro estudio este descubrimiento ademds es interesante pues

aparentemente esa levadura presentaba resistencia a los antifungicos de origen azdlico.



Filogenéticamente S. cerevisiae esta muy emparentada con C. glabrata (Villanueva y Arenas, 2007),
por lo que si se utilizan métodos convencionales para la identificacion, incluyendo al VITEK®,
pueden facilimente ser confundidas.

Una prueba tradicional que podria discriminar a las dos especies, seria la siembra de las levaduras
en medios que propicien la produccidon de ascosporas.

Sin embargo hay que enfatizar la importancia de determinar la especie de manera certera, para
tener un éxito en el diagndstico, tratamiento y seguimiento del paciente. Y asi, directamente
contribuir al objetivo de los nosocomios (mejoria y convalecencia del paciente), asi como

indirectamente repercutiria a nivel epidemioldgico y financiero del mismo nosocomio.

Se aislaron dos especies de Candida no relacionadas como comensales o causantes de infeccion en
animales: C. picinguabensisy C, deformans. La primera especie esta relacionada con plantas de la
familia Heliconiaceae (pertenecientes a bosques mesdfilos) (Morais et al, 2006) y la segunda,
inicialmente sinénimo de Yarrowia lipolytica (Bigey et al., 2003), es usada en biotecnologia pues
produce una lipasa extracelular que cataliza la produccion de ésteres por esterificacion de acidos
grasos libres en presencia de altas concentraciones de agua (Bigey et al., 2003). Se corroboraran
las identificaciones de estas especies, secuenciando nuevamente los fragmentos amplificados y
otros productos obtenidos del analisis de regiones gendmicas mas conservadas, como por ejemplo:

regiones inter-transcripcionales (ITS) o intergénicas (IGS).



XI  CONCLUSIONES.

El presente trabajo enfatiza la importancia de las levaduras como productoras de enfermedad en
pacientes hospitalizados, pues reporta el aislamiento de Candida spp., y S. cerevisiae a partir de
infeccién sistémica presentada en tres pacientes internados en la Unidad de Cuidados

Intensivos de Adultos del CMN 20 de noviembre, ISSSTE.

Se destaca la identificacion de C. glabrata en el ambiente hospitalario, ya que por su resistencia
innata a los azoles, la implica como un agente viable de candidemias, sobretodo en pacientes

inmunodeficientes en quienes la infeccién tiene mal prondstico.

El aislamiento de Candida glabrata a partir de exudados faringeos del personal y de pacientes
hospitalizados, podria orientarnos hacia las potenciales fuentes extrinsecas de infeccion; sin
embargo, debido a la naturaleza comensal-endégena de Candida spp., y a la situacién inmunoldgica
de los “pacientes iniciales” diagnosticados con candidemia, permanece incierto el definir a los

agentes como causantes directos de infeccion nosocomial.

Los casos clinicos en donde fueron aisladas Candida glabrata, Candida tropicalis y Saccharomyces

cerevisiae, cada una de esas situaciones prevalentes, son consideradas como brotes.

Debido a la baja proporcién de aislamientos levaduriformes obtenidos a partir de las superficies
inertes y del aire ambiente que estan en contacto con los pacientes, se estima una baja
probabilidad de esos materiales como fuentes de infeccion; por el contrario, el aislamiento de
especies iguales de Candida entre los pacientes y el personal que atiende la UCI, nos orienta a

pensar en la posibilidad de la adquisicion de la infeccion por un contagio extrinseco.

La utilidad del agar cromdgeno Candida ID2®, es cuestionable en relacién a la identificacion de
especies diferentes a Candida albicans.

Las pruebas “caseras” de produccion de tubo germinativo, seudomicelio y clamidoconidios, siguen
manteniendo un nivel de identificacion muy aceptable para algunas especies del género

Candida.



El sistema VITEK® funciona, siempre y cuando las levaduras se encuentren certeramente
purificadas, lo cual no elimina la manipulacién humana y la consecuente contaminacion.

A falta de la infraestructura para una identificacion a nivel molecular de especies del género
Candida, se recomiendan los siguientes métodos de identificacion: Hidrolisis de la urea, produccion
de tubo germinativo, presencia o ausencia de clamidoconidios, seudomicelio y

blastoconidios, sensibilidad a compuestos azélicos y finalmente, auxanograma VITEK®.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, toman en cuenta y dan importancia a la
identificacion de las levaduras del género Candlida como potenciales causas de infeccion

nosocomial y de brotes, en areas hospitalarias de trascendental vigilancia como son las UCI.

Los métodos usados en el presente estudio epidemioldgico, fueron cruciales para identificar algunos
factores involucrados en la relacion causa-efecto entre exposicion y enfermedad y todo esto, con la
finalidad de ser una fuente de informacién para la formulaciéon de politicas sanitarias, encaminadas

a la prevencion de enfermedades micéticas intrahopitalarias.



X. PERSPECTIVAS.

Secuenciar los 4 aislados faltantes del muestreo

Determinar la relacion de los aislados por medio de un arbol filogenético, que muestre el

parentesco y relacion entre ellos.

Aumentar el nimero de aislados para efectuar el analisis molecular y confirmar o descartar el

parentesco presente entre aislados de pacientes con aquellos aislados del ambiente.

Disefar formalmente un estudio de Epidemiologia Descriptiva, con el cual se describa la
presencia de candidosis sistémicas en tiempo, lugar y persona, cuantificando la frecuencia y
distribucién del fendmeno mediante medidas de incidencia, prevalencia y mortalidad, en el
CMN 20 de noviembre, ISSSTE.



http://es.wikipedia.org/wiki/Incidencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Prevalencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Mortalidad
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XII. ANEXO

SOLUCIONES

Solucion salina estéril (SSE)
Composicion:
9 g de NaCl
1000ml de agua destilada.
Preparacion: se disuelve la sal en el agua destilada, su agita hasta que no quede ninguna

particula sélida. Se esteriliza por 15 minutos a 121°C. Se refrigera para su uso posterior.

Solucion salina estéril adicionada con antibidticos
Se prepara SSE y se le agrega Estreptomicina disuelto en agua, Penicilina disuelto en agua y
Cloramfenicol disuelto en alcohol. Se esteriliza por 15 minutos a 121°C. Se refrigera para su uso

posterior.

Amortiguador de fosfatos
Composicion:

34 g de KOH

500mL de agua destilada
Preparacion: se peso el fostato y fue agregado al volumen de agua, ajustando el pH 7.2 con
NaOH 1M (solucién madre o stock). Esta solucién se aforé a un volumen final de 1L, siendo
esterilizado por 20 min a 121°C. En condiciones de esterilidad, se tomaron 1.25mL y se llevaron
a un volumen final de 1L (solucién de trabajo). Se hicieron alicuotas de trabajo de 3mL cada

una, en tubos separados y estériles

Solucion de lisis
Contiene:
Tritén x-100 (2%)
SDS (dodesil sulfato de sodio) al 1%
NaCl 10mM
Tris 10mM pH 8.0
EDTA 1mM



MEDIOS DE CULTIVO PARA CRECIMIENTO DE LEVADURAS

Agar dextrosa Sabouraud (ADS).
Preparacion: disolver 65 g del polvo en 1L de agua; hervir y esterilizar durante 15 minutos a

1210C, Verter en cajas Petri de 15 mm de diametro. Etiquetar y almacenar a 4°C

ADS con antibioticos (ampicilina, estreptomicina y cloranfenicol).

Preparacion: disolver 65 g del polvo en 1L de agua; hervir y esterilizar durante 15 minutos a
1210C, cuando se encuentre a 40°C aprox., agregar Estreptomicina disuelto en agua, Penicilina
disuelto en agua y Cloramfenicol disuelto en alcohol, esterilizados por filtracion. Verter en cajas

Petri de 15 mm de didmetro. Etiquetar y almacenar a 4°C.

YEPD (Extracto de levadura 1%, peptona 2% y dextrosa 2%)

Preparacion: disolver 4.5 g de extracto de levadura, 9g de peptona y 9 g de dextrosa en 450
mL de agua destilada. Homogenizar perfectamente. Vaciar 20mL del contenido en cada matraz
pequeno, donde se crecera la levadura. Esterilizar durante 15 minutos a 121°C, dejar enfriar y

almacenar a 4°C



MEDIOS DE CULTIVO PARA LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS

Agar BIGGY

Preparacion: Suspender 45 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion
suave hasta su completa. Diluir y hervir durante un minuto. NO SOBRECALENTAR. Dejar enfriar

a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri estériles.

Fundamento.- la prueba realizada con este medio de cultivo, sirve para identificar levaduras del
género Candida. Es un medio comercial que posee antibacterianos y vira a colores marrones
indicando que la especie pertenece al género Candida. Es una modificacién de la férmula
desarrollada por Nickerson quién realizé estudios sobre la reduccién de sulfito por especies de
Candida. La diferenciacion esta basada en la morfologia colonial y la pigmentacion tipica que se
presenta en este medio. La reduccion del sulfito de bismuto se manifiesta en una pigmentacion

de la colonia que en ocasiones difunde en el medio.

Técnica.- se siembra en el medio una asada de la levadura a muestrear por el método de estria

cruzada. Se incuba por 24 a 48 horas a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad.

Lectura.- se realizd observando la morfologia macroscopica

Nomenclatura:

+ (Prueba positiva) en este caso nos referimos a que contenia colores que iban del café claro a
café oscuro o marron.

- (prueba negativa), se incluye en este parametro aquellos levaduras que dieron una coloracion
diferente a la café o marron.

0 (no crecid) la levadura en el medio

Si se observaba una combinacion de colores, incluyendo aquellos tonos que no fueran marrones
y se someti6 a estria de agotamiento en ADS para su purificacién.
Los grupos controles utilizados fueron obtenidos como control positivo a Candida glabrata FM

227 y como control negativo a Cryptoccocus neoformans FM136.

Agar urea de Christensen

Preparacion: disolver la base de agar urea (29 g) en 100ml de agua destilada y esterilizar por
filtracion en ambiente estéril. Suspender 15g de agar-agar en 900 ml de agua destilada,
calentar a ebullicion mezclando gentilmente. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Dejar enfriar a

50°C y afadir la base de urea. Vaciar en tubos o viales previamente estériles e inclinarlos.



Fundamento.- es un medio que es utilizado para medir la capacidad de la levadura para
hidrolizar la urea y convertirla a amonio que se observa por el cambio en la coloracion del

medio debido al rojo fenol.

Técnica.- se sembrd una pequena asada de la levadura en el medio, se incubd de 48 a 72 hrs

con revisiones diarias a una temperatura de 30°C.

Lectura.- se reviso la coloracion del medio, si conservaba color amarillo, la prueba se registraba
como negativa, y si viraba a un color rosa intenso, si hay hidrdlisis de urea, y la prueba era
registrada como positiva. Existen casos en lo que podemos encontrar un término intermedio,
ello puede indicarnos 2 cosas: tiene que ver con propiedades intrinsecas del hongo y éste se

comporta asi o se trataba de una colonia contaminada.

Nomenclatura:
+ (Prueba positiva) medio color rosa intenso
- (prueba negativa) medio color amarillo.

0 (no crecid)

Los grupos controles utilizados fueron: como control positivo a Candlida tropicalis FM829 y como

control negativo a Cryptoccocus neoformans FM136.

Agar cromogénico Candida ID2®

Fundamento.- Es un medio comercial que permite la identificacion a nivel de especie de las

levaduras, por la coloracion que adopta la levadura en ellos.

Técnica.- de una solucion levaduriforme inicial, se hicieron diluciones para hacer un conteo
celular en una cdmara Neubauer, una vez determinada la concentracion de 10000 células por
ml, se tomd 15ul y se sembraron por estria cruzada para poder identificar si hay alguna
contaminacién a combinacion de especies y esta pueda ser percibida. Se incubd 2 dias a 37°C

en condiciones de oscuridad con revisiones diarias.

Lectura.- si las levaduras son azules con C. albicans, si son rosas pertenecen a C. tropicalis o C.
lusitaniae o C. kefyr; y blancas pertenecen a otras levaduras que no sean aquellas

caracterizadas por los 2 colores anteriores.



Los grupos controles utilizados fueron: como controles positivos a Candida albicans, Candida
tropicalis FM829, Candida kefyr FM076 y Candida glabrata FM227; y como controles negativos
a Cryptoccocus neoformans FM136, Saccharomyces cerevisiae FM147 y Rhodotorula spp.
FM231.

Filamentacion en suero humano

Fundamento.- prueba que sirve para observar la formacion del tubo germinativo, caracteristico
de C albicansy ello permite diferenciarla de otras especies pertenecientes al género Candida.
Técnica.- se pone una asada de la levadura en suero fisioldgico humanos, dejando incubar por
2 horas a 37°C.

Lectura.- se hace una preparacion de esta solucién y se observa al microscopio determinando el
porcentaje por campo en el que se observa la formacion del tubo germinativo, para que al final
se pueda deducir la proporcion en la formacién de éste. Es importante hacer notar que se debe
realizar la lectura dentro de las 2 a 4 horas, ya que pasado ese tiempo la prueba pierde
viabilidad debido a que después de ese tiempo las diferentes especies pueden formar el tubo

germinativo.

Nomenclatura:
+ (Prueba positiva) formacion de tubo germinativo en mas del 50 % del indculo

- (prueba negativa) ausencia de tubo germinativo

Los grupos controles utilizados fueron: como control positivo a Candida albicans y como control

negativo a Candida glabrata FM227.

Agar harina de maiz +tween 80

Preparacion: disolver 17 g de agar harina de maiz en polvo en 1L de agua destilada. Anadir
10ml de tween 80 (para obtener una concentracion 1%). Disolver, hervir y esterilizar a 120°C

durante 20 min. dejar enfriar y verter en cajas chicas estériles.

Fundamento.- es un medio que simula estrés, contiene pocos nutrientes y un factor estresante
(tween 80), ello provoca que se pueda diferenciar entre especies del género Candida por la
formacion de estructuras de resistencia como lo son los clamidoconidios (formados por C

albicansy C. dubliniensis); asi como la formacion de pseudomicelio y blastoconidios.



Técnica.- se emplea la técnica de Damau en la cual se pone una asada de la levadura a
identificar formando 3 lineas paralelas y al final cruzar una linea perpendicular, en seguida

colocar un cubreobjetos. Dejar incubar 2 dias a temperatura ambiente.

Lectura.- observar la caja directamente al microscopio, tratando de observar las estructuras que

se forman en la periferia.

Nomenclatura:

+ prueba positiva (formacion clamidoconidios)

- prueba negativa (formacién de pseudomicelio, blastoconidios y sin clamidoconidios o ausencia
en la formacion de los 3 anteriores)

0 no crecio

Los grupos controles utilizados fueron: como control positivo a Candida albicans y como control

negativo a Candida glabrata FM227.

Agar Niger (Staib-Seeliger).

Preparacion: Disolver 34g y disolver en 1000 ml de agua destilada, pulverizar la semilla Niger,
ponerla en ebullicion en agua destilada durante 30 minutos. Filtrar a través de una gasa y
reponer el volumen anterior. Afadir y disolver la glucosa, el fosfato, la creatinina y el agar.
Esterilizar a 121°C durante 20 min. enfriar a 50°C. Disolver en bafio maria el difenil en alcohol.

Anadir al medio el difenil en ambiente estéril y antibiéticos. Homogeneizar y envasar

Fundamento.- medio que permite la diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis por el
acomodo de clamidoconidios que en el primer caso son Unicos y en el segundo estan
acomodados en racimos; y por la morfologia macroscopica de las colonias. Ademas sirve para
diferencias levaduras del género Cryptoccoccus, ya que ella puede pigmentar este medio con

una coloracion vino.

Técnica.- con un palillo estéril tocar la levadura a identificar y llevar al medio. Tocar el agar en

varios puntos de la placa. Dejar incubar 2 a 3 dias a temperatura ambiente.

Lectura.- observar en microscopio estereoscopico la morfologia macroscopica y hacer un

examen directo de las colonias poniendo énfasis en el acomodo de los clamidoconidios.



Nomenclatura:
C. albicans clamidoconidios Unicos terminales.
C. dubliniensis clamidoconidios en racimo.

Cryptoccoccus spp. Si el medio vira a una coloracion vino.

Los grupos controles utilizados fueron: como controles positivos a Candida albicans y C.

dubliniensis 195-B; y como control negativo a Candida glabrata FM227.

ADS A 37°C

Preparacion: se hicieron cajas de petri con ADS.

Técnica.- se inoculd con la levadura a identificar por medio de estria de aislamiento en toda la

caja. Se incubaron a 37°C por 48 a 72 hrs, revisandolas diariamente.

Lectura.- se observaron directamente las cajas, diferenciando el crecimiento positivo del nulo, lo

gue se registrd y después dichas cajas fueron eliminadas.

Nomenclatura:
+ Presencia de crecimiento levaduriforme

- Ausencia de crecimiento

Los grupos controles utilizados fueron: como control positivo a Candida albicans y como control
negativo a Candida glabrata FM227 y Candida tropicalis FM829.

MICOSEL®.

Preparacién: se pesaron 65g del polvo, se diluyeron en 1000 ml de agua, se esterilizd durante
15 minutos a 121°C, ya frio, se vertié en cajas Petri de 15 mm de diametro. Se etiquetaron y

almacenaron a 4°C.

Técnica.- se inoculd con la levadura a identificar por medio de estria de aislamiento en toda la

caja. Se incubaron por 48 a 72 hrs, con revisiones diarias.



Lectura.- se observaron directamente las cajas, diferenciando el crecimiento positivo del nulo, lo

que se registro y después dichas cajas fueron eliminadas.

Nomenclatura:
+ Presencia de crecimiento levaduriforme

- Ausencia de crecimiento

Los grupos controles utilizados fueron: como control positivo a Candlida albicans y como control

negativo a Candida glabrata FM227.

Auxanograma Vitek®

Fundamento.- es una prueba sistematizada del auxanograma que anteriormente se hacia
manualmente. Se trata de unas tarjetas que contienen productos bioquimicos que en contacto
con la levadura podran ser metabolizados o no, ello provocara un viraje de color en cada uno
de los pozos que integran las tarjetas, creando un perfil bioquimico caracteristico. La lectura de
estas tarjetas se realiza por medio de una computadora y un software que contiene una base
de datos a partir de muestras clinicas, en ella se busca un perfil parecido al problema en
estudio, e identifica la especie a la que pertenece, dando todo el perfil bioguimico del

organismo asi como un porcentaje de certeza.

Técnica.- se hace una solucién (con solucion salina estéril mas la levadura), se mide la
concentracion determinada por un espectofotometro (la cual debe mantenerse en un rango
determinado para las levaduras), se introducen las tarjetas a un compartimiento del aparato
para que sean llenadas. Se incuban 24 horas en una estufa a 37°C y al dia siguiente son
introducidas al lector para ser comparada con la base de datos, dando un nombre de especie,

asi como de la probabilidad (mostrada en porcentaje) de veracidad.

Los grupos controles utilizados fueron: como controles positivos a Candida albicans, Candida
parapsilosis FM310, Candida glabrata FM227; y como controles negativos a Cryptoccocus

neoformans FM136, Saccharomyces cerevisiae FM147 y Rhodotorula spp. FM231.
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PROPOSITO

Antes de otorgar su consentimiento para participar en este ensayo, es importante que usted lea y comprenda la
siguiente explicacion sobre el estudio. Este documento describe el motivo, los procedimientos y los beneficios de la
investigacion a efectuar, asi como también las molestias que podrian presentarse durante el desarrollo del estudio.
Su participacién en este estudio es estrictamente voluntaria y ain cuando usted decida participar, tiene el derecho

de retirarse del programa en cualquier momento.

CONDUCCION DEL ESTUDIO

Introduccion




Infeccién nosocomial o intrahospitalaria es aquella que aparece en el hospital y en un enfermo que fue ingresado
por un proceso distinto al de la infeccion. Las infecciones nosocomiales son un problema de salud publica, y es una
preocupacion incipiente en instituciones médicas a nivel mundial. En nuestro pais, a partir de estudios realizados a
partir en 1996 en hospitales se asume que el promedio de infeccién nosocomial es del 10 al 15 %; sin embargo, el
impacto mayor de este problema es su elevada mortalidad, la cual es aproximadamente del 5 %. Se ha observado
que pacientes de lato riesgo, es decir con baja en la inmunidad, son las mas susceptibles a este tipo de infecciones,
dentro de ellos encontramos a nifios recién nacidos, de cuidados intensivos, asi como a personas diabéticas, con
SIDA o aquellas con cancer y los trasplantados. El trabajo méas reciente, fue un estudio transversal efectuado en el
afio 2004 en pacientes pediatricos reiterando la informacién que se tenia acerca de las areas en las que se presenta
mayor frecuencia de infeccion nosocomial y el tipo de gérmenes encontrados. Este estudio sin embargo se enfocd a
bacterias, por lo que con respecto a las infecciones nosocomiales causadas por hongos, son pocos los estudios que
se han efectuado en nuestro pais y el mundo, a pesar de ello, sabemos que los hongos, aunque en menor escala
con respecto a sus homélogos las bacterias, también son causantes de graves infecciones intrahospitalarias, que
desafortunadamente atentan, en gran proporcién, contra la vida de los pacientes. Los estudios apuntan a que la
fuente de contagio para que un paciente adquiera una infeccién nosocomial, esta en el propio hospital, por o que es
requerido que el control de calidad del ambiente hospitalario, deba ser dptimo, cumpliendo con las normas de
limpieza, asepsia y antisepsia, instauradas en cada institucion y por las normas oficiales de salud que rigen a
nuestro pais. Para poder abatir la frecuencia de infecciones micéticas hospitalarios, es primordial conocer cuales

son las fuentes de contagio. ¢ Existen hongos en el ambiente hospitalario? y ¢qué tipo de hongos son?

¢Qué pruebas se realizaran?

Se tomara una muestra de las zonas donde haya posible contacto directo con el agente causal de alguna micosis,
es decir, en venoclisis (sondas, catéteres, tubos endotraqueales, etc.), ropa, cubrebocas y zapatos. Asimismo se

tomaran muestras de exudado faringeo, piel y ufias.

MOTIVO

Aislar e identificar C. glabrata en diversas areas de la UCI del Hospital Centro Médico Nacional 20 de Noviembre,
ISSSTE y evaluar las potenciales fuentes de contagio que favorezcan infecciones micéticas y pongan en riesgo a los

pacientes internados en el hospital.

PROCEDIMIENTOS
¢Quiénes participaran?

Pacientes internos en la UCI del Centro Médico Nacional 20 de noviembre, ISSSTE
¢Qué tendra que hacer durante la investigacion y cual es la duracion de la misma?
Todos los pacientes que acepten ingresar a la presente investigacion, serdn muestreados en zonas con venoclisis.

En total el estudio contempla una duracion de pocos minutos.

BENEFICIOS




Esta investigacién brindara una oportunidad de conocer si hay y evaluar la proporcion de hongos oportunistas en el
hospital que tengan contacto directo con los pacientes. Asi evaluar el control de calidad que, en materia de higiene,

el hospital debe tener programado.

¢ Existe alguna compensacion en caso de lesiones?

Al firmar el consentimiento, no renuncia a ninguno de los derechos legales que le reconoce la normativa vigente del
pais, que pudiesen corresponderle en caso de que se produzca algun dafio y que se acredite que el mismo se haya
producido como consecuencia directa de la investigacion.

Su médico investigador seré quien indique / autorice dichos procedimientos.

¢ Tendré que pagar o recibiré algun pago por participar en la investigacion?
Si usted esta interesado, podra extendérsele el resultado de manera escrita en forma totalmente gratuita. No recibira

pago alguno por su participacion en la investigacion.

Si usted decide no participar en este estudio, esto no influira sobre la calidad del cuidado médico que se le

administrara.

RIESGOS, INCONVENIENTES MOLESTIAS
Ninguno.

PARTICIPACION

¢ Podré retirarse de la investigacion en cualquier momento?

La decision de tomar parte en la investigacion es voluntaria y libre y podré retirarse en cualquier momento, sin que
esto afecte la relacion con su médico. En ese caso, es muy importante que le comente a su médico las razones de

su decision.

¢ Como conseguir mas informacion?

Es importante que cualquier pregunta que tenga en relacién con la investigacion, la consulte con su médico.

Fecha de emision: / /

Recibi copia de esta Informacién Clinica (para el paciente)

Firma del paciente Por favor, escriba su nombre y apellido completos Fecha
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