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I. Antecedentes

I.1 Historia
Las primeras descripciones de Candida spp como causante de infeccion en el
humano estuvieron relacionadas con las manifestaciones clinicas presentadas en
recién nacidos enfermos. A Hipdcrates (377 a.c.) se le atribuyd el primer reporte,
el cual aparecid en su obra “Epidemics”, donde detalld las lesiones en la boca de
un recién nacido como aftas (aphtay, en griego) o Ulceras en la mucosa. La
etiologia fungica fue inicialmente descrita por Berg (1941) y Gruby (1942) 1. Este
altimo continué los estudios de la morfologia y fermentacion de los
microorganismos levaduriformes, los cuales fueron publicados en 1946 38. Por
otro lado, Robin (1853) acufio el primer nombre binomial de esta levadura como
Oidium albicans, modificado més tarde por Zopf (1890) como Monilia albicans,
este nombre fue utilizado ampliamente por varias décadas hasta la descripcion
del género Candida por Berkhout en 1923. Al estudio de este género se
introdujeron 121 especies que en la actualidad son consideradas sindnimos de
Candida albicans, de acuerdo con Barnett y cols 11. Esta especie fue presentada
formalmente y aceptada oficialmente en 1954 en el V111 Congreso de Botanica %
60

Desde los afios 60°s se identificaron algunas variaciones en la morfologia
colonial en los aislados de C. albicans 4 y otras con caracteristicas atipicas % y
alteraciones en la sensibilidad a fluconazol 109 Ante este hallazgo se separaron
los aislados atipicos y se renombraron como una nueva especie, denominada
Candida dubliniensis; identificada por Sullivan en 1995, quien obtuvo por primera
vez un aislado a partir de la boca de un paciente con virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) en Dublin, Irlanda, razén por la cual se denomino “dubliniensis”
18, Sullivan tomo en cuenta distintos criterios para distinguir a C. dubliniensis de
los aislados de C. albicans como la produccion de clamidoconidios, crecimiento a

diferentes temperaturas, filamentacion en suero y estudios genotipicos 108

12
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1.2. Clasificacion Taxondmica
La clasificacién taxondmica fue tomada de la revisiéon de Mitchel T 67. Esta se

baso en las caracteristicas morfologicas, fisiologicas y reproduccion telomorfa.

Reino Eumycota
Phylum Ascomycota
Clase Hemyascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Candidacea
Género Candida
Especie C. albicans

C. dubliniensis

1.3. Género Candida

Levadura, viene del latin levar que significa levantar o elevar; son hongos
unicelulares, sus células son pequefias y de diversas formas. Candida proviene
del latin candidus que significa blanco 116.

De acuerdo con diversas revisiones en el género Candida se han
identificado aproximadamente 200 especies, y son alrededor de diez las que con
mayor frecuencia causan infeccion en el humano, como C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. glabrata, C. kefyr, C. famata,
C. lusitaniae y C. dubliniens 1099049 Para los fines de este trabajo solo se

describiran los aspectos relacionados con C. albicans y C. dubliniensis.

1.3.1 Morfologia
Candida albicans y C. dubliniensis son dos especies fenotipicamente similares sus

caracteristicas morfoldgicas seran tratadas a continuacion.

Macroscopica: las colonias generalmente son lisas y algunas veces
rugosas, blandas, brillantes, en ocasiones cerosas, color blanco vy
esporadicamente a simple vista se puede observar micelio alrededor de la

colonia 2.

13
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MicroscOpica: estas especies se caracterizan por presentar diversas

estructuras.

A) Blastoconidio, el cual tiene un desarrollo tipo blastico; este consiste en la
formacién de una gema producida por el abultamiento y ensanchamiento en
una porcién de la pared celular de la célula madre. La gema aumenta de
tamano, el nucleo se divide y migra; al formarse completamente la célula hija se
forma un septo en el istmo, entre la célula madre y la hija. La célula recién
formada se separa dejando una cicatriz (Figura 1) 4211, Los blastoconidios miden
entre 4 a 10 um de diametro; son de forma globosa, ovoide, cilindrica, corta o

alargada, claviforme, triangular, con los extremos redondeados y algunas veces
son de formas irregulares 51

al. b‘ d‘ E
Figura 1. Blastoconidio. Proceso de gemacion: a) Célula madre, b)

Ensanchamiento de la pared celular, ¢) Division celular, d) Formacién del septo,
e) Desprendimiento de la célula hija y cicatrizacion en la célula madre.

B) Pseudohifa, se origina de la célula levaduriforme o a partir de la hifa por
gemacion, donde la nueva célula se alarga y permanece unida a la célula madre,
resultando la formacidn de una pseudohifa con constricciones entre los distintos
compartimentos celulares. El sitio donde ocurre la mitosis es en el cuello de la

célula madre (Figura 2) 17.125,

14
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00 G

Figura 2. Formacion de pseudohifas en C. albicans y C. dubliniensis: a) Célula
madre, b) Ensanchamiento de la pared, c) Formacion de la pseudohifa, d)
Ramificacion de la pseudohifa.

C) Hifa, esta estructura se produce a partir de la levadura o por ramificacion de
una hifa existente; se inicia con el desarrollo de un tubo germinativo, el cual
crece por extension apical y posterior formacion de un septo. La ramificacion
ocurre lateralmente justo antes del septo, por lo que, este Ultimo es
perpendicular al eje principal de la hifa. La hifa y el tubo germinativo no
muestran constricciones, por lo cual las paredes son paralelas al septo. La

mitosis ocurre totalmente dentro del tubo germinativo (Figura 3) 17125,

a b c d

- y_

- I

p—

Figura 3. Formacion de tubo germinativo e hifas en C. albicans y C. dubliniensis:
a) Ceélula madre, b) Formacién de tubo germinativo, c) Formacion de la hifa, d)
Ramificacion de la hifa.
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D) Clamidoconidios, son células que se forman por un desarrollo télico; de
pared gruesa, voluminosa y refractante. El conidio se origina a partir de la
transformacion de una célula ya existente en una hifa o en un conidi6foro
(Figura 4). El término clamidoconidio tiene una connotacién funcional, ya que se
cree que es una estructura de resistencia, capaz de sobrevivir por largos
periodos cuando las condiciones del medio no son favorables, por ejemplo falta
de nutrientes, cambios de temperatura 'y pH 49125,

Candida albicans y C. dubliniensis producen clamidoconidios, observados
comunmente in vitro en medios pobres en nutrientes, éstos pueden crecer

solitarios, en pares, tripletes o racimos sobre su célula suspensora 17.

Figura 4. Clamidoconidios de C. albicans y C. dubliniensis

AUN no se conoce la fase telomorfa de C. albicans y C. dubliniensis 25,

1.3.1.1 Composicién celular
La pared celular esta constituida principalmente de mananas, B-glucanas y de
quitina, esta ultima representa el 3 al 6% de peso seco de la pared 8. La pared
celular le da a la levadura su forma caracteristica, finalmente sus componentes
al ser proteinas y polisacaridos se comportan como antigenos que originan una
respuesta inmune especifica en el hospedero .

Por debajo de la pared celular se encuentra la membrana plasmética, que
esta integrada por fosfolipidos y proteinas. La membrana plasmética es rica en

sistemas enzimaticos, uno de ellos es el citocromo P450, su funcionamiento esta

16
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ligado a la sintesis de ergosterol, que es el principal esterol de la célula fungica y

con frecuencia representa una diana utilizada por farmacos antifungicos 6.

1.3.2 Estudios fenotipicos de C. albicans y C. dubliniensis

En los aislados de C. albicans se han descrito dos serotipos (A y B), reconocidos
por el componente de manano en su pared. El serotipo A esta relacionado
antigénicamente con C. tropicalis, y el B con C. albicans 7. Las caracteristicas
fenotipicas son variables, el A muestra colonias rugosas, mientras que en el B
son lisas 19 Otra diferencia es la sensibilidad a la 5-fluorocitosina que se
presenta solo en el serotipo A, mientras que las colonias serotipo B son
resistentes a este farmaco 19°. Para la determinacion de los serotipos en C.
albicans se utiliza la aglutinaciéon en antisuero con anticuerpos de clase 1gG,
dirigidos contra el antigeno 6 de la pared celular del serotipo A; las cepas que
presentan aglutinacion son clasificadas como serotipo A y las negativas como

serotipo B 101,

1.3.2.1 Pruebas no diferenciales

Inicialmente la identificacion de C. albicans se basaba en tres criterios: 1) la
produccion de clamidoconidios en agar harina de maiz adicionado con el
tensoactivo Tween 80 al 1%; 2) formacién de tubo germinativo en suero; 3) la

resistencia a la cicloheximida 11.54:53,

1.3.2.2 Pruebas diferenciales

El fundamento depende de la prueba, en los medios cromodgenos es por la
actividad de enzimas; la produccion de clamidoconidios en diversos medios de
cultivo; la formacion de tubo germinativo; la asimilacién de algun carbohidrato;

tolerancia a la temperatura y a los medios hipertonicos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Diversas pruebas diferenciales entre C. albicans y C. dubliniensis.

) ) o # Muestras
Autor Ao Medio de cultivo Criterio
C.a | Cd
Sullivan, 1998 Agar papa dextrosa a Crecimiento colonial 1 3
Coleman 108 42-45 °C
- 0 i
Slifkin M 1% | 2000 Agar-Tween 80 al 1% Opacidad alre(_jedor dela 15 16
y CaClzal 0.1% colonia
Al Mosaid y 2001 Aga_r aC|do,ca_fe|co- Clamidoconidios; s_uperf_lue 166 130
cols 2 citrato férrico rugosa en C. dubliniensis
Staib, Agar Staib Clamidoconidios; superficie
. 2001 ey " rugosa y halo velloso en 1
Arastéh 107 alpiste negro L
C. dubliniensis
'\/(I:gfgiy 2002 Agar caseina Clamidoconidios 120 109
AlMosaidy | 5505 | AgarPal Halo velloso 124 | 128
cols 3 semilla de girasol
Khan y cols 2004 Agar tabaco Clamidoconidios; s_uperf_lue 50 30
44 rugosa en C. dubliniensis
Sahandy 2005 CHROMagar Candida + Clamidoconidios y color 30 100
cols %4 agar Pal
Khany cols Agar cascara de semilla Clamidoconidios; superficie
2005 . rugosa y halo velloso en 10 40
46 de girasol L
C. dubliniensis
Loretoy Clamidoconidios; superficie
cols 55 2006 | Agar semilla de ajonjoli rugosa y halo velloso en 100 26
C. dubliniensis
Clamidoconidios; superficie
Loretoy .
2006 Agar linaza rugosa y halo velloso en 100 26
cols 55 L
C. dubliniensis
Al\éle:By 2006 | Agar tomate zanahoria Clamidoconidios 93 26
Ecr;zosg’ 2006 | Candida ID2 (CAN2) Color 100 | 100
Loretoy Adar extracto rosemar Clamidoconidios; superficie
cols 56 2008 9 w s y rugosa y halo velloso en 100 30
romero o
C. dubliniensis
Clamidoconidios; superficie
Loretoy 2008 Agar e,x tracto de rugosa y halo velloso en 100 30
cols 56 orégano L
C. dubliniensis
Scheid y Agar DRBC: _ o N
Agar rosa bengala + Clamidoconidios; superficie
cols 98 2010 : L 103 27
cloranfenicol + rugosa en C. dubliniensis
dicloran
Silveiray 2011 Cald_o Sab,OL.JraUd Crecimiento colonial 79
cols 102 hipertonico
lif;?:ﬁy 2012 Agar xilosa Crecimiento colonial NE NE

C. a: Candida albicans, C.d: Candida dubliniensis. NE: no especificado
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Medios cromogénicos, CHROMagar Candida® 77, cuyo fundamento se
basa en la actividad de la enzima hexosaminidasa, considerados medios para
diferenciar a C. dubliniensis de C. albicans; después de la incubacién a 37 °C
durante 48 h, por el crecimiento de colonias de color verde claro se identifica a
C. albicas y por colonias verde oscuro a C. dubliniensis 1%, Sin embargo, en la
actualidad es dificil la diferenciacion unicamente por la coloracién verde en este
medio. Recientemente se han introducido otros medios cromdgenos (Agar
cromogénico Oxoid, Candida ID2® (CAN2), Brillance™ Candida) con la finalidad
de resolver esta incognita, sin éxito.

Produccion de clamidoconidios, se han empleado diversos medios de
cultivo, en la mayoria de ellos, el fundamento principal es la formacién de
clamidoconidios en los aislados de C. dubliniensis, mientras que en C. albicans
son escasos 0 ausentes. La mayoria de los medios estdn adicionados con escasos
nutrientes y tienen un pH &cido. Algunos autores han tomado en cuenta la
morfologia macroscopica, principalmente la superficie rugosa para identificar a

C. dubliniensis, a diferencia de las colonias de C. albicas que son lisas 107:44.56.55,

Formacién de tubo germinativo, en agar Mueller-Hinton, donde C.
dubliniensis produce numerosos tubos germinativos, después de dos horas de
incubacion a 37 ° C 8.

Asimilacion de carbohidratos, D-xilosa, se realiza una suspensién en 0.5
mL de solucién salina al 0.85%, a partir de un crecimiento de 24 h en agar
dextrosa Sabouraud (ADS), se prepara un in6culo a una concentracion al 2 de
McFarland, se afiade una tableta de D-xilosa Rosco® y se incuba a 37 °C durante
3 horas. El viraje amarillo indica la asimilacion de esta azucar; C. albicans tiene la
capacidad de asimilar D-xilosa, mientras que C. dubliniensis no 23,

Termotolerancia, la prueba se hace en agar papa dextrosa (APD) para
promover el crecimiento a 42 °C & y 45 °C, durante 48 h de incubacion, los
aislados de C. albicans crecen a ambas temperaturas y C. dubliniensis con
crecimiento escaso o nulo a 45 °C 11,108,

Prueba de opacidad, al medio se le adiciona Tween 80 al 1% y CacCl: al

0.1% para estudiar la actividad lipolitica de la levadura. La prueba es positiva
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cuando se forma un halo de opacidad alrededor de la colonia, por la
precipitacion de las sales calcicas de los acidos grasos libres alrededor de las
colonias de C. albicans, mostrado por la formacion de un halo opaco alas 72 hy
en C. dubliniensis ausencia del halo 104,

Aglutinacion en latex (Bichro-Dubli Fumouze®), esta prueba utiliza un
latex sensibilizado con el anticuerpo monoclonal 12F7-F2 que reacciona con un
antigeno especifico de la superficie de la pared celular de C. dubliniensis; cuando
la prueba es positiva las particulas de latex aglutinadas forman un anillo azul en
la periferia y el centro de color rosado. Esta prueba tiene una sensibilidad del
97.8 al 100% 6494,

Debido a la variacion observada en las pruebas fenotipicas entre C.
albicans y C. dubliniensis, en 1995 se introdujeron las pruebas moleculares para
diferenciar estas especies. Las pruebas fueron variadas e incluyeron las sondas
especificas de DNA, patrones electroforeticos de DNA, perfiles de expresion
génica de RNA, analisis de enzimas de restriccion, “Polymerase Chain Reaction”
y “Random Amplified Polymorphic DNA” 101,

El genoma de C. albicans y C. dubliniensis fue secuenciado usando “Whole
genome shotgun”, en 2004 por Jones y cols 42 y en 2009 por Jackson y cols 41
También en ambas especies se han descrito los genes comunes que codifican
sobre algunos factores de virulencia, principalmente en la formacion de hifas, la
produccion de aspartilproteinasas (SAP) y los genes ALS que estan involucrados
en el proceso de adhesion 4.

Por la tipificacion de cariotipos se describié el numero de cromosomas de
C. albicans (8 pares de cromosomas, de los cuales 7 presentaron tamafio
constante y uno fue polimérfico, con tamafio de 3.2 a 4Mb) 10042 y de C.
dubliniensis (8 cromosomas, de los cuales 5 son haploides (II, VI, VIII, IXy XII) y
3 diploides (I11, VI 'y XII1)) 41,

Jackson y cols 41 describieron la similitud en la secuencia del genoma y las
diferencias en la expresion gendmica de algunas de las familias de genes TLO de
factores de transcripcion, los cuales estdn involucrados en la virulencia; y la

familia de genes IFA que se considera una adaptacion especifica al parasitismo

20

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

de Candida. La diferencia en estas dos familias de genes observada en C.
dubliniensis ha sido la perdida de algunos de los genes involucrados en el
crecimiento de la hifa y como consecuencia en la virulencia; es decir, esta especie
comparte un ancestro en comun con C. albicans y aparentemente ha
experimentado una reduccion en la evolucion, con disminucidn en el repertorio
de genes heredados. En cambio, C. albicans ha perdido menor numero de genes
y ha expandido su repertorio genémico, con la adquisiciéon evolutiva de otros
como SAP4 y SAP5 a través de inversion y por duplicacion ALS3. Sin embargo
la familia de genes TLO se destaca por tener un numero de copias mas grande,
de tal manera que C. albicans sigue siendo la especie patégena mas frecuente en
comparacion con C. dubliniensis.

Otra de las evidencias del analisis gendmico en estas dos especies es la
prediccion de los genes involucrados en el crecimiento del hongo y la
identificacion de dianas especificas para los farmacos antifungicos y que de
como resultado una disminucidn de los efectos secundarios para el paciente 32.

La “Major Repeat Sequence” es una caracteristica especifica de los
genomas de C. albicans y C. dubliniensis la cual contribuy6 a la variacion en el
cariotipo en estas especies, actuando como “punto caliente” para la
translocacion cromosomica %0. La disponibilidad de la secuencia gendmica
completa ha facilitado el estudio de los antifingicos, al desarrollar un método
que combina la inhibicién antisentido del RNA y la interferencia del promotor
para identificar los genes especificos involucrados en el crecimiento de C.
albicans 2. Estos genes fueron empleados para el desarrollo de nuevas moléculas

antifangicas 32.

1.4 Habitat natural

Candida albicans y C. dubliniensis se han recuperado de diferentes hébitats, como
agua, suelo, restos de plantas y animales, liquidos fermentados, alimentos
lacteos y son comensales en diversas regiones corporales en el humano y en los

animales, principalmente del tracto gastrointestinal, urogenital, piel y ufias.
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Por ejemplo, en huertos utilizados para la crianza de cerdos en Costa Rica,
cuando se construyen porqguerizas con piso de cemento se forman charcos en los
que se multiplican microorganismos que infectan a los cerdos, entre ellos Candida
albicans, la cual causa problemas de “pododermatitis” 52.

Por otro lado, Luna en el 2004 en Michoacan, México aislo el 34.8% de
levaduras de la leche de vacas con mastitis, de las cuales el 1.1% correspondi6 a
Candida albicans 9.

En individuos sanos, C. albicans es comensal de diversas regiones
corporales, es parte de la microbiota normal del aparato gastrointestinal, mucosa
bucal (31-55%), mucosa vaginal (13%), asi como también de la piel periorificial
(25-50%) 119, Por el contrario, C. dubliniensis, se presenta en el 3% de la microbiota

de la mucosa bucal y la prevalencia en la mucosa vaginal es del 1% 238311365,

1.5 Factores de virulencia

El proceso de colonizacién e invasion del tejido por C. albicans y C. dubliniensis es
por la interaccidn de varios de los factores de virulencia y el epitelio:

1. Adhesinas, estas proteinas se han identificado como manoproteinas y
mananas que ayudan a la adhesion de la levadura en diferentes sustratos 122123,
2. Enzimas proteoliticas, descrita como aspatil-proteasa, que facilita la
penetracion inicial a los queratinocitos 7.

3. Fosfolipasas, enzimas capaces de hidrolizar glicerofosfolipidos, cuyo blanco
de accién es la membrana de las células del epitelio, facilitando la penetracion
de la hifa 7887,

4. Dimorfismo, de levadura a hifa, que ayuda en la evasion del sistema de
defensa del hospedero, debido a que ambas formas pueden contribuir en el
establecimiento y progresion de la enfermedad. Se considera que la hifa puede
promover la invasion de tejidos, mientras que la levadura puede promover la
diseminacion 17.

5. Adaptacion al pH del microambiente por la capacidad de tolerar cambios por
medio de dos genes PHR1 y PHR2, los cuales se encienden o apagan segun la
variacion del pH. Por ejemplo, el primero se activa en pH alcalino y se inactiva

en medio acido 9772,
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6. Biopeliculas, son comunidades de microorganismos, unidas a una superficie,
rodeadas por una matriz extracelular polimérica. La biopelicula madura es una
comunidad de microorganismos irreversible, la cual exhibe diferentes
propiedades fenotipicas, como la alta resistencia a farmacos #8. En C. albicans y C.
dubliniensis se ha demostrado la capacidad que tienen de formar microcolonias
de levaduras e hifas distribuidas en una bicapa en la superficie de catéteres 28,
Esta capacidad de formacion de biopeliculas se presenta también en protesis
dental, valvulas cardiacas, dispositivo intrauterino y en los epitelios 121,

La formacién de biopeliculas ocurre en tres fases: temprana, intermedia y
de maduracion. Inicia con los blastosconidios adheridos a una superficie y
finaliza con la formacién de comunidades celulares bien definidas rodeadas por
la matriz de polisacaridos 2.

La formacion de biopeliculas por C. albicans y C. dubliniensis provocan que
sean menos sensibles al tratamiento con antifingicos, incrementando la
colonizacion. Se ha reportado que la producciéon de biopeliculas es
significativamente mayor en C. albicans en comparacion con C. dubliniensis 10121,
7. Cambio fenotipico blanco-opaco. En 1985 y 1986 Soll y cols 105 describieron el
Ilamado “cambio fenotipico blanco-opaco (W-O)” en cepas de C. albicans WO-1
aisladas de sangre de un paciente con infeccion sistémica 7. Esta descripcion
hace alusion al cambio reversible entre dos estados heredables conocidos como
blanco y opaco 3.

Las colonias blancas y opacas son facilmente distinguibles por su
morfologia: en la fase blanca, las colonias son lisas, semiesféricas; mientras que
en la fase opaca, las colonias son grisaceas, lisas y planas. Estas son inestables y
poco virulentas en infecciones sistémicas, pero persistentes y virulentas en
infecciones superficiales 17:36.

Este fendmeno ocurre espontaneamente en ambas direcciones, es decir, al
sembrar colonias blancas es posible que estas crezcan opacas y viceversa. Este
cambio afecta drasticamente el fenotipo celular asi como al fenotipo de la

colonia.
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La variedad de caracteristicas fenotipicas resultantes con base al cambio
blanco-opaco, estdn reguladas por diversos genes encargados de expresar
determinado fenotipo. Algunos descritos en la fase blanca son WH11, CDR4,
EFG1-3.2t, HOS3-2.5t y GPML1; mientras que en la fase opaca son OP4, PEO1,
SAP3, CDR3, EFG1, PFK2, NOS1, NIK1 y HOS3-2.3t 17.

Sullivan y cols 110 reportaron que los aislados de C. dubliniensis son menos
patdégenos que los de C. albicans, debido a la menor virulencia, a pesar de
producir hifas, ya que es més susceptible al estrés del microambiente, a las

temperaturas altas, a las concentraciones de NaCl y H20:2.

1.6 Epidemiologia
Mundialmente se considera que C. albicans es la principal especie causante de
candidosis, tanto superficial como profunda (40-90%). La incidencia de esta
infeccion ha aumentado en los Ultimos 30 afios; constituye el 7.4% de todas las
micosis y el 25% de las micosis superficiales 711015 En el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica se reportd, que la candidosis urogenital se considera
una enfermedad de transmision sexual y es la responsable de la vulovaginitis
que representa del 20 al 30% de las enfermedades ginecoldgicas. En México “en
el afio 2003 la candidosis urogenital ocup¢ el doceavo lugar con 360 874 casos y una
incidencia de 346.3 por 100 000 habitantes; para el afio 2008 el catorceavo lugar con 295
914 casos y una incidencia de 277.38” 29

En las formas cutaneo-mucosas, las mucosas estan afectadas en el 20%, la
piel en el 30% y las ufias en el 35%; mientras que la candidosis invasiva, siendo
la mas frecuente en unidades de cuidados intensivos, provoca alta mortalidad
en los pacientes (30-80 %) 1198631, En la candidosis bucal, C. albicans se aisla en 2
al 42%. De la mucosa vaginal en el 3-68%, de colon en el 70%, de faringe en el
35% y de tracto gastrointestinal de 1-55%.

A pesar que C. albicans es la especie mas frecuente de candidosis, en el
2004 en Argentina y 2006 en Paraguay detectaron que ésta fue reemplazada por

otras especies de Candida no albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei y C.
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parapsilosis) en una proporcién del 40% a 54.9% y 41% a 47%, respectivamente
96,73,

La frecuencia de aislamientos de esta especie varia segun la forma clinica
de candidosis, por ejemplo, en muestras de sangre la principal especie fue C.
parapsilosis (34.9%), seguida de C. albicans (30.2%). En exudado de mucosas C.
albicans se aislé en el 60%-80% de los casos; en infecciones del tracto urinario
causadas por levaduras, esta especie se presento en el 47.7% 73.

Por el contrario, C. dubliniensis es una especie cominmente asociada a
cavidad bucal en pacientes infectados con VIH y sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). De acuerdo a las diversas publicaciones y
a los factores de riesgo, ha sido reportada en la cavidad bucal de pacientes con
VIH del 3.5 al 34%. Recientemente en la India se realiz6 un estudio en 132
pacientes portadores de VIH, donde consideraron una prevalencia del 16.3%.
Chunchanur y cols 21 establecieron que esta especie es causante de candidosis
bucal en el 16-32%, mientras que Sullivan report6 una frecuencia del 1.5-32% 109,
Esta especie también ha sido relacionada con diversos factores de
inmunosupresion, diabetes mellitus, fibrosis quistica y en estomatitis por el uso
de dentadura. Finalmente en candidemias en el 2% 9947,

De acuerdo con el estudio realizado por Sahand y cols (2005) 9,
consideraron que C. dubliniensis representa el 3.3% de los aislados identificados
inicialmente como C. albicans. En los afios 90°s se presenté un incremento en la
incidencia de las infecciones causadas por esta especie, debido a la disminucion
en la sensibilidad a fluconazol. A partir de este hecho, aumento el interés por la
identificacion y la diferenciacion de los aislados de C. albicans 8. Es comun
encontrar a C. dubliniensis asociada con otras especies, sin embargo
aproximadamente en el 10% es la Unica especie causante de la candidosis.

En el cuadro 2 se recopilan datos epidemiolégicos de diversos estudios

realizados en varios paises.
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Cuadro 2. Datos epidemiolégicos de C. albicans y C. dubliniensis en diferentes

paises.
i C. albicans | C. dubliniensis
Autor | Afo Pais e Localizacion : :
totales Aislados | % | Aislados | %
Ceballos | 190 | Egparia 50 Cavidad bucal 44 88 4 8
y cols 19
Slavin 103 | 2002 | Australia 361 Sangre 206 56 - -
Sivay o003 | chile 47 sangre 46 | 98 1 2
cols 101
Mosca y 2005 | Espafia 12 ProteS|sbuca_Iy 9 75 1 8
cols 70 mucosa palatina
Handog | 5005 | Filipinas | 26 Cavidad bucaly 1 |42 - .
ufias
Pirottal 8 | 2006 | Australia 59 Vaginal 43 73 - -
Pulmonar, 6tica,
urinaria, cutanea,
orofaringea,
Sahandy |06 | Esparia 135 genitales, 131 | 97 4 3
cols 9 esofagica,
peritoneal,
absceso, punta de
catéter y sangre.
Orofaringea,
Pineday | 5,05 | Argentina | 212 urinana, 199 | 94 13 6
cols8o pulmonar, vaginal
y ufias
Prieto84 | 2008 | Meéxico 97 Cavidad bucal 89 92 - -
Garcia3 | 2010 | Meéxico 100 Pulmonar 96 96 4 4
Villarroel | o511 | Bolivia | 103 Vaginal 64 |62 - -
Manzano | ,,19 | pexico 166 Uias 53 | 32 2 1
y cols 62

1.7 Factores predisponentes

La candidosis afecta a individuos de cualquier grupo étnico, género y en los
extremos de la edad (nifios y ancianos), principalmente en individuos que
presentan algun factor de inmunosupresion. En general es una asociacion de
dos o més factores y se divide de acuerdo a la localizacion anatomica y a la
forma clinica de la candidosis. Por ejemplo, la candidosis bucofaringea esta
relacionada con el uso de protesis dental %, la vulvovaginitis al usar

anticonceptivos y en el embarazo; en la candidosis cutanea son maceracion por
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humedad, heridas o manicura; la candidosis esofagica en pacientes con VIH o
SIDA, por el uso de esteroides sistémicos o trasplante de Organos; en la
candidosis pulmonar, con frecuencia los pacientes adultos presentan algin
trastorno como leucemia, linfoma o alguna enfermedad respiratoria grave,
mientras que en los recién nacidos, lactantes y los infantes con fibrosis quistica
son mas susceptibles a padecer esta micosis 9. En la localizacién ocular los
factores predisponentes son por traumatismo causado por material extrafio o
lentes de contacto y cirugia; finalmente en las infecciones del tracto uterino por
lo general el uso de sondas y/o catéter urinario.

La frecuencia de aislamiento de C. albicans en la boca es menor como
colonizante y se incrementa cuando causa infeccion. En el cuadro 3 se muestra la
diferencia en el porcentaje de aislamiento de C. albicans de cavidad bucal y los
diferentes factores predisponentes con o sin manifestaciones clinicas. Con
respecto a los aislados de C. dubliniensis se conoce poco, aunque Pontdn y cols 8
reportaron en pacientes VIH y SIDA el 18% y 25% en la forma asintomatica y un

incremento del 26% y 32% en su forma sintomatica, respectivamente.

Cuadro 3. Proporcion de aislamientos de C. albicans en cavidad bucal y la
relacion con diferentes factores predisponentes.

Factor predisponente Asintomatico (%) Sintomético (%)
VIH 118 72 28
SIDA 84 38 62
Diabetes mellitus 126 30 47
Protesis 8 10-34 60
Céancer y tratamiento 7° 43-75 17-52

1.8 Formas clinicas

Candida como comensal en las diferentes &reas anatomicas esté en equilibrio con
otros microorganismos y el microambiente del cuerpo humano (Cuadro 4) 112,
pero cuando éste se pierde por dietas ricas en azUcares, cambio de pH,
temperatura y disminucidn de la respuesta inmune, pasa a su estado patégeno
causando candidosis. De las infecciones por hongos, las causadas por Candida

spp son de las més comunes y con diversas formas clinicas 114.
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Cuadro 4. Microbiota normal del humano en diversas regiones anatomicas y su
interaccion con Candida.

Localizacion Microorganismo

Boca Peptostreptococcus spp

Lactobacillus spp

Neisseria spp

Colon Escherichia coli

Lactobacillus spp

Bacteroides fragilis, Bacteroides melaninogenicus, Bacteroides oralis

Bifidobacterium bifidum

Peptostreptococcus spp

Vagina Lactobacillus spp

Piel Staphylococcus epidermidis

Acinetobacter spp

La candidosis es una infeccidbn que puede presentar manifestaciones
superficiales o sistémicas. La evolucion puede ser aguda, subaguda o crénica.
Las formas clinicas dependen de la localizacion anatémica (Cuadro 5). Las
publicaciones de las infecciones causadas por C. albicans son multiples, solo

algunas relacionadas con C. dubliniensis 19.70.80,101,23,

Cuadro 5. Manifestaciones de algunas formas clinicas de candidosis causadas
por C. albicans y C. dubliniensis.

Candidosis Manifestacion
Candidosis Bucal Placas blanquecinas, adherentes,
superficial pseudomembranosas, dolorosas,

dispuestas sobre el epitelio eritematoso 54.

Vulvovaginitis | Placas blanquecinas o amarillentas,
pseudomembranosas, eritema, leucorrea
espesa y grumosa, prurito intenso, puede
haber dispareunia °.

Onicomicosis | Ufias despulidas, estrias transversales,
onicolisis, diversas coloraciones (blancas,
verdosas, marrén), paroniquia
(inflamacion, edema, dolor y exudado
alrededor de la uia) 5.
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Candidosis Manifestacion

Candidosis Ocular * Placas algodonosas, uveitis, conjuntivitis,
sistemica algunas veces péerdida de la vision 6.
Esofagitis * Placas blanquecinas, disfagia, nauseas,
vomito y dolor retroesternal 54.
Pulmonar Tos, fiebre ligera, sudoracién nocturna,

disnea, pérdida de peso y produccion de
esputo mucoide. En infecciones graves,
las lesiones son microabscesos o areas
necroticas 90.68,

Tracto Pielonefritis: Fiebre, dolor en el flanco y
urinario mal estado general.

Cistitis:  Urgencia urinaria, disuria,
poliaquiuria y rasgos de sangre en la

orina.
Uretrtis: Sensacion de quemadura vy
purito 54,

*En C. dubliniensis no han sido descrito casos de infecciones oculares ni de

esofagitis.

I. 9 Antifungicos
Los antifungicos usados en el tratamiento de las diversas formas clinicas de las
candidosis se dividen en tres grupos: 1) Polienos (anfotericina B (AMB),
nistatina), 2) Azoles, imidazoles (ketoconazol (KTZ)); triazoles de primera
generacion (fluconazol (FLZ), itraconazol (ITZ)); triazoles de segunda
generacion (voriconazol (VRZ), posaconazol (PSZ)), 3) Equinocandinas
(caspofungina (CSF) y anidulafungina (ANF)) (Figura 5) 27. Adn se siguen
sintetizando nuevas moléculas principalmente del grupo de los azoles.
Anfotericina B, es un macrolido poliénico natural, sintetizado a partir de
Streptomyces nodosus #3. Tiene un efecto fungistatico o fungicida, lo que depende
del microorganismo y la concentracion del in6culo. Este farmaco muestra gran
afinidad por los esteroles de la membrana celular; principalmente es mayor por
el ergosterol, lo que explica su selectiva especificidad, al fijarse a la membrana
fungica, para formar un poro transmembranal por su extremidad hidrofilica
hacia la luz del poro y su extremo lipofilico hacia la membrana. Se altera la
permeabilidad con salida de cationes citoplasmaticos como Na*, K*, H*,

distencion y finalmente muerte celular 117.
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A partir de la década de 1980, los azoles cumplieron una funcion
importante en el tratamiento de las micosis superficiales y sistémicas. Estos
farmacos son compuestos sintéticos, cuya presentacion es para aplicacion tépica
o sistémica 4. El mecanismo de accién de estos compuestos es formar un
complejo entre el azol y el citocromo P450 y como consecuencia se inhibe la
oxidacion inicial del lanosterol, un paso esencial para que actue la enzima al,4-
desmetilasa que cataliza la 14C-desmetilacion del lanosterol, que es el precursor
del ergosterol. La disminucidn resultante de la cantidad de ergosterol altera la
permeabilidad de la membrana e interfiere en la accién de las enzimas asociadas
a la membrana. El efecto global es una inhibicién de la replicacion, ya que
repercute en la trasformacién de la fase de levadura a hifa en C. albicans 117,

Las equinocandinas son lipopéptidos sintéticos derivados de diversos
hongos (ANF: Aspergillus nidulans; CSF: Glarea lozoyensis) 24; las moléculas son
hexapéptidos ciclicos anfifilicos con una cadena lateral aminoacilipidica. La
caspofungina tiene un acido graso como cadena lateral y anidulafungina una
cadena alcoxitrifenilo. Estos farmacos son fungicidas contra la mayoria de los
aislados de Candida. EI mecanismo de accién de estas moléculas es sobre la
sintesis de B-1,3-D-glucano de la pared fungica. Por lo tanto, la pérdida de
glucano de la pared fungica lleva a un cambio osmoético, distension y lisis de la

célula fungica 177,
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Figura 5. Mecanismo de accién de los antifingicos usados para el tratamiento
de las micosis.

1.10 Resistencia antifungica
En los ultimos afos la resistencia a los antifingicos, principalmente a los
compuestos azélicos ha cobrado importancia mundial (Cuadro 6). Varios son los
mecanismos para explicar su actividad: menor acumulacién de compuestos
azolicos, debido a la modificacion o hiperproduccion de la diana o sitio blanco;
aumento de la actividad del citocromo P450, lo que llevaria a una mayor
concentracién del antifungico 117,

La resistencia de los hongos a la anfotericina B, aunque poco frecuente, se
acompafia de disminucion de contenido de ergosterol de la membrana 74.

AUn no se ha descrito resistencia cruzada en equinocandinas con
polienos ni con azoles y aparentemente no se produce por la diferencia en el

mecanismo de accién 27,
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Cuadro 6. Resistencia de C. albicans y C. dubliniensis a los diferentes antifingicos

o e . % Resistencia
(AUTO? (AL TG e C. albicans C. dubliniensis
. , KTZ NC 11
Quinddsy 2000 FLZ NC 11
ITZ NC 8.3
Alvarado y FLZ 11 NC
cols 4 2002 ITZ 11 NC
. VRZ 32 S
93
Rubio y cols 2003 pS7 2 S
KTz 18 33
Manzano y FLZ S 33
cols 63 2008 ITZ 12.5 33
VRZ S 33
Manzano y 2008 ITZ 12,5 50
cols 61
KTZ 11 NC
Loza 58 2009 FLZ 4 NC
ITZ 4 NC
KTZ NC 18
21
Chunchanur 2009 L7 NG >
FLZ 215 S
N ITZ 43 25
88
Ricciardi 2009 VRZ 1 S
AMB 7 25
. FLZ 10.25 6.45
10
Badiee 2010 ITZ 8.5 9.67
M KTZ 8 S
anzanoy 2011 FLZ 2.7 S
cols 62
ITZ 8 S
Zomorodian 127 2011 KTz 3.2 S

NC: No considerado; S: sensible

Un ejemplo de ello es el estudio in vitro realizado en 2003, donde se
reportd que el VRZ y el PSZ fueron los antifingicos mas efectivos, en
comparacion a FLZ, incluso en las cepas resistentes a FLZ, como es el caso de C.
albicans; en este mismo estudio C. dubliniensis fue la especie méas sensible a VRZ,
PSZ y FLZ 9. Posteriormente, otro estudio revela la resistencia que presentaron
las cepas de C. albicans hacia KTZ e ITZ, mientras que las de C. dubliniensis

mostraron resistencia a cuatro de los azoles estudiados (KTZ, ITZ, VRZ y FLZ)

61,

32

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

1.11. Pruebas de sensibilidad antifungica

En los afios 90°s el nimero de antifingicos descritos era limitado, la resistencia
observada era poco comun y no habia estudios sobre la correlacion entre los
resultados in vitro e in vivo. Estos factores dieron un giro con el aumento en la
incidencia de enfermedades micdticas, especialmente las invasivas Yy
diseminadas; como consecuencia aumento el uso de antifungicos existentes, con
un incremento en los fracasos al tratamiento empleado; por lo que los
investigadores se preguntaron (Por qué los pacientes no responden al
tratamiento?. Una de las explicaciones fue la resistencia “innata o adquirida” de
los hongos a los antifiingicos existentes. Este cambio llevo a la sintesis de nuevas
moléculas y como consecuencia fue necesario conocer el comportamiento de los
hongos ante los diversos antifungicos. Por lo tanto, se tuvieron que estandarizar
pruebas de sensibilidad antifungica 100.

Para el estudio de sensibilidad antiflngica, se han estandarizado varios
métodos, como los de dilucion en caldo (macrodilucion y microdilucion) que se
explican en los diversos documentos del “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) antes llamado “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS). Actualmente el documento M27-A3 es el mas reciente
descrito el CLSI para seguir los lineamiento de la técnica antifungica de
microdilucion en caldo para levaduras 2.

Desde el afio 1997, se dispone de la técnica estdndar de referencia M27-A
(microdilucién en caldo) para estudiar la sensibilidad in vitro de Candida spp a
los antifingicos, ya que se conocian los puntos de corte a FLZ, ITZ y 5-
flucitosina, para interpretar esta prueba 7.

Los métodos comercializados son la prueba de “Sensititre Yeast One®”,
se basa en el fundamento de microdilucion en caldo adicionado con un
indicador colorimétrico, el cual facilita la lectura. Otros métodos en medios
solidos son los de difusion en agar, los cuales utilizan discos o cintas
impregnados con los antifingicos. Etest® es un método cuantitativo para
determinar concentracion minima inhibitoria (CMI). Una comparacién entre los

resultados obtenidos por Etest® y el método estdndar del CLSI mostraron
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diferencias en la dosis del antifungico para determinadas especies de Candida,

que variaba de acuerdo con la prueba, entre el 71% y 84% 10,
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I1. Planteamiento del problema

Mundialmente, C. albicans es la principal especie causante de algunas de
las formas clinicas de candidosis, a pesar del cambio que se ha observado en las
dos ultimas décadas, donde esta especie ha sido reemplazada en frecuencia por
las especies de Candida no albicans. Otro de los hallazgos es la diferenciacién de
los aislados identificados inicialmente como C. albicans, que pasaron a formar
parte de C. dubliniensis, ya que se demostr6 su similitud morfologica con esta
especie, hecho reportado desde hace més de 15 afios. Candida dubliniensis fue
relacionada con candidosis bucal en pacientes portadores de VIH y SIDA y que
no respondian al tratamiento con FLZ. En la actualidad se considera que la
frecuencia de C. dubliniensis es del 1-32% como causante de infeccidn de diversas
formas clinicas y relacionada principalmente con VIH/SIDA. Ademés de que se
ha demostrado que es menos sensible a los antifUngicos y con una resistencia
adquirida, principalmente a FLZ.

A partir de estos hallazgos se realizaron estudios fenotipicos con la
introduccion de diversas pruebas aparentemente Gtiles para la diferenciacion
entre C. albicans y C. dubliniensis, la mayoria de los resultados obtenidos con
estas pruebas fueron variables y no concluyentes.

En la mayoria de los estudios mexicanos no se identifica a las especies de
Candida, a pesar de que son causa frecuente de morbilidad en pacientes
hospitalizados y por lo tanto se desconoce la frecuencia de C. albicans y C.
dubliniensis. En el laboratorio de Micologia Medica de la Facultad de Medicina
UNAM, se han establecido criterios morfologicos de identificacion vy
diferenciacién de estas dos especies.

Mundialmente se ha reportado que la resistencia antifingica de C.
albicans y C. dubliniensis fue del 13% y 22.7%, respectivamente, mientras que en
México existe solo un trabajo previo donde se ha descrito que los aislados de C.
albicans y C. dubliniensis presentan una resistencia similar a KTZ, ITZ y PSZ del

29%, FLZ del 6 % y a VRZ del 1.5% 66,
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Por todo lo anterior resalta la importancia de diferenciar a los aislados de
C. dubliniensis de los de C. albicans mediante pruebas fenotipicas establecidas,
principalmente en pacientes hospitalizados que presentan alto riesgo de
desarrollar candidosis y también investigar el patron de sensibilidad a los
diversos antifingicos, con la finalidad de que los médicos clinicos administren

el tratamiento méas adecuado para cada paciente con esta patologia.
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I11. Objetivos

I11.1 Objetivos Generales:

Identificar por pruebas fenotipicas diferenciales a C. albicans/C. dubliniensis en
aislados levaduriformes obtenidos de pacientes atendidos en tres hospitales de
la Ciudad de México.

Conocer el patrén de sensibilidad antifungica en los aislados de C. albicans y de

C. dubliniensis.

111.2 Objetivos particulares:

Determinar la frecuencia de C. albicans y C. dubliniensis.

Identificar las asociaciones de especies de Candida no albicans con C. albicans y C.
dubliniensis.

Correlacionar los aislados de C. albicans y de C. dubliniensis con las formas
clinicas de candidosis.

Conocer la relacion entre C. albicans y C. dubliniensis con los factores
predisponentes asociados.

Comparar la resistencia de los aislados de C. albicans de los de C. dubliniensis a

los siguientes antifungicos: KTZ, ITZ, FLZ, VRZ, PZC, AMB, CSF y ANF.
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IVV. Material y métodos

IV. 1 Procedencia de los aislados

Se realiz6 un estudio transversal, prospectivo y observacional de la
identificacion de Candida albicans y Candida dubliniensis a partir de aislados
levaduriformes provenientes de 3 hospitales de la Ciudad de México: Hospital
General “Dr. Dario Ferndndez Fierro” Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzélez” Secretaria de Salud y Asistencia (SSA) y Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS). La recoleccion de los especimenes se llevo a cabo en un periodo
de 6 meses, del 1 de agosto del 2010 al 1 de febrero del 2011. Se utiliz6 una cepa
tipo de C. albicans (ATCC 90028).

IV. 2 Pacientes

Los datos obtenidos de cada uno de los pacientes fueron registrados en una base
de datos, que incluyeron: género, edad, factor predisponente asociado, forma
clinica de la candidosis, tiempo de evolucion de la infeccion y tratamiento

antifungico previo.

IV. 3 Identificacion de las levaduras

Las muestras obtenidas fueron procesadas de la siguiente manera: 1)
especimenes bioldgicos como las escamas de ufias o de piel, a las cuales se les
realizd un examen microscopico directo con KOH al 15%; mientras que a los
exudados de boca, vagina y lavado de liquido bronquioalveolar (LLBA), frotis
tefiido con Gram. Mediante estas técnicas se valoro la estructura parésita de las
levaduras (camulos de blastoconidios, pseudohifas e hifas, solas o en conjunto)
(Figura 6). Los especimenes se inocularon en agar dextrosa Sabouraud (ADS),
agar dextrosa Sabouraud adicionado con cicloheximida y cloranfenicol (ADS-

CC) y CHROMagar Candida® (CH).
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. B o
Figura 6. Frotis del LLBA tefiido con Gram. A) Levaduras. B) Pseudohifas.

2) Cultivos obtenidos en agar sangre, agar chocolate, agar biggy, agar dextrosa
Sabouraud, medios cromodgenos (CHROMagar Candida® y CAN2®).

Todos los aislados fueron purificados, inicialmente se realizé un frotis
con tincién de Gram, la morfologia levaduriforme y sin asociacion con bacterias
(Figura 7). Se obtuvo un cultivo monocelular en CH a partir del crecimiento de
los aislados de 24 h en ADS, se realizé una suspension a una concentracion de
5X106 células/ mL y se inocularon las placas de CH con 2 pL que se

distribuyeron por estria cerrada, se incubaron a 37 °C durante 48 h.

S P

Figu ra7. i:evaduras d\}aes, tincion Gram. A) 40 x B) 100x

V. 4 Pruebas fenotipicas no diferenciales

Todas las colonias de color verde obtenidas en CH se sembraron en ADS y ADS-
CC por estria de aislamiento a 28 °C, durante 24 h. Del crecimiento colonial en
ADS se inocularon en agar harina de maiz adicionado con Tween 80 al 1% (HM)
por la técnica de Dalmau, que consistié en tomar una pequefia porcion de la

colonia y se inocul6 dibujando dos lineas paralelas de 1cm sobre la superficie
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del medio, se colocd un cubre objetos estéril, incubar a 28 °C durante 72 h;
posteriormente se observd directamente al microscopio la produccion de
clamidoconidios. Formacion de tubo germinativo en suero, esta técnica se
realizd inoculando una pequefia porcion de la colonia, homogenizando en el

suero y se incubd a 37 °C durante dos horas (Figura 8).

Figura 8. Pruebas fenotipicas no diferenciales. A) Colonias levaduriformes en
ADS-CC. B) Cultivo monocelular de las colonias de color verde claro y obscuro
en CHROMagar Candida®. C) Placa de HM inoculada por técnica de Dalmau,
por microscopia de luz, clamidoconidios a 40x y 100x. D) Tubo germinativo en
suero a 40x y 100x.

IV. 5 Pruebas fenotipicas diferenciales
Para la diferenciacion de las dos especies se realizaron tres pruebas morfolégicas

en tres medios de cultivo: agar Staib (AS), agar tabaco (AT) y agar caseina
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modificado (ACM). A partir del crecimiento de 24 h en ADS a 28 °C, cada uno
de los aislados se inocul6é por la técnica de puntilleo en los tres medios, se
incubaron a 30 °C durante 72 h. Se observaron las caracteristicas
macromorfolodgicas, superficie, forma, color y presencia de halo velloso
alrededor de las colonias, posteriormente se hizo un examen directo con azul de
algodon para observar clamidoconidios, éstos se valoraron por cruces de
acuerdo al porcentaje de clamidoconidios por el campo visual: - = 0% ausente; +
= 25%; ++ = 50%; +++ = 75%; ++++ = 100%.

También se efecttio la prueba de termotolerancia a 45° C en agar papa
dextrosa (APD), a partir del crecimiento colonial de 24 h en ADS a 28 °C de cada
uno de los aislados en estudio, se realizdé una suspension en solucién salina al
0.85% a una concentracion de 1X108 células/mL, se tomaron 2 pL y se
sembraron por estria cerrada sobre la superficie del agar, se incubaron por 48 h.
La lectura se valoro por cruces, de acuerdo a la siguiente escala por el nUmero
de colonias: 100% (++++); 75% (+++); 50% (++); 25% (+); 0% (-). La
interpretacion de las cuatro pruebas se resume en el cuadro 7. Las cuatro

pruebas se realizaron por triplicado.

Cuadro 7. Criterios para la identificacién por pruebas diferenciales a C. albicans
y C. dubliniensis.

Pruebas C. albicans C. dubliniensis
Agar tabaco (AT) 44 |- Colonias de superficie - Colonias de superficie
lisa y blanquecinas rugosa y color marrén con
- Ausentes 0 escasos halo velloso alrededor
clamidoconidios Unicos - Abundantes

clamidoconidios en racimo
Agar Staib (AS) 197 [- Colonias sin halo velloso |- Colonias de superficie

alrededor rugosa con halo velloso

- Ausentes 0 escasos alrededor

clamidoconidios unicos - Abundantes

clamidoconidios en racimo

Agar Caseina (AC) |- Ausentes 0 escasos - Abundantes
71 clamidoconidios unicos clamidoconidios en racimo
Termotolerancia -Abundante crecimiento a |-Ausente crecimiento a
(por cruces) 108 45 °C 450C
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IVV.6 Sensibilidad antifungica

Para todos los aislados obtenidos se realizd6 la prueba de sensibilidad
antifangica, por el método de microdilucion en caldo siguiendo la descripcidn
del documento M27-A3 del CLSI (CLSI 2008). EI medio utilizado fue RPMI 1640,
con glutamina, sin bicarbonato y rojo de fenol como indicador de pH. El
amortiguador utilizado fue acido (3 [N- morfolino]propanosulfonico) y se ajustd

apHde7.

IVV.7 Solucion madre de antifungicos

Para la preparacion de esta solucion de cada uno de los farmacos se utilizd
dimetilsulfoxido (DMSO) o agua quimicamente pura (MQ), dependiendo de la
solubilidad del antifungico, para obtener una concentracién 10 veces mayor de

éste.

IVV.8 Preparacion de microplacas

Se hicieron las diluciones descendentes para ser distribuidas en los pozos de las
columnas 1 a 10 de la microplaca de 96 pozos, cuya concentracion final mayor
correspondié a la columna 1 y la concentracion menor a la columna 10 (Cuadro
8). Las columnas 11 y 12 correspondieron al control de crecimiento y esterilidad,
respectivamente. Los pozos de la columna 11 se llenaron con RPMI y los pozos
de la columna 12 con RPMI mas DMSO al 1% para los antifingicos insolubles y

con RPMI para los solubles.

Cuadro 8. Antifungicos, solvente e intervalo de concentracién final distribuidos
en las microplacas.

Solubilidad Antifangico Solvente | Concentracion
final (ng/mL)
Ketoconazol (KTZ) 16-0.03
Itraconazol (ITZ) 16-0.03
Voriconazol (VRZ) 16-0.03
Insolubles Posaconazol (PZC) DMSO 16-0.03
Anfotericina B (AMB) 16-0.03
Anidulafungina (ANF) 32-0.06
Fluconazol (FLZ) 64-0.125
Solubles Caspofungina (CSF) MQ 16-0.03

42

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

IVV.9 Preparacion del in6culo
A partir de un crecimiento de 24 h en ADS a 30 °C, de cada uno de los aislados
de C. albicans y C. dubliniensis; se realizd una suspensién en 1 mL de solucién

salina al 0.85% Yy se ajustd a una concentracion de 1X106 células/mL.

IVV.10 Inoculacién de las microplacas con cada uno de los antifungicos

De la suspensidn inicial del inéculo, se hicieron diluciones para el llenado de las
microplacas, se distribuyeron 100uL de cada una de las diluciones de los
aislados problema en los pozos de las filas de la C a la H con la concentraciéon
final del in6culo de 2.5X103 células/mL. En las filas A y B se inocularon las
cepas control de calidad del método (ATCC C. palapsilosis 29019 y ATCC C.

krusei 6258, respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9. Inoculacion de microplacas. Las columnas 1-10 corresponden a las
diluciones de los antifungicos; las columnas 11 y 12 a controles de crecimiento y
esterilidad; las filas A y B son controles de calidad del método vy las filas de la C
a la H son los aislados problema.

Las microplacas se incubaron a 35° C durante 48h. La lectura fue visual
mediante un espejo invertido para valorar la concentracién minima inhibitoria

(CMI), cuyo significado es la menor concentracion del antiflngico, a la cual se
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inhibe el crecimiento (80 o 100%) de la levadura, comparado con la columna del
control de crecimiento. Los puntos de corte para la interpretacion de los

resultados se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Puntos de corte establecidos por el CLSI de sensible, sensible dosis
dependiente y resistente para levaduras del género Candida.

Antifangico Sensible Sensible dosis Resistente
dependiente
Ketoconazol <1 - >1
Fluconazol <8 16-32 64
Itraconazol <0.125 0.25-0.5 >1
Voriconazol <1 2 >4
Posaconazol <1 - >1
Anfotericina B <1 - >2
Caspofungina <2 - 2
Anidulafungina <2 - 2
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V. Resultados

De un total de 157 aislados obtenidos de 135 pacientes atendidos en 3 hospitales
de la Ciudad de México; el 76% correspondieron al género femenino y el 24% al
género masculino. El intervalo de edad fue de 10 a 84 afios, con un promedio de
47 afos.

En la figura 10 se muestra las formas clinicas de candidosis de los 135
pacientes estudiados, las mas frecuentes fueron: candidosis pulmonar (22.2%),

bucal (22%) y vulvovaginitis por Candida (14%).

» Pulmonar

» Bucal

® Vulvovaginitis
= IVU

® Cutanea

® Onicomicosis
m Candidemia

¥ Sinusitis

® Tubo digestivo

® Otros

IVU: Infeccion de vias urinarias por Candida.

Figura 10.Porcentaje de las formas clinicas de candidosis observada en 135
pacientes.

Los factores predisponentes fueron diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
descompensada, anemia, menopausia, embarazo, sepsis, peritonitis, leucemia,
SIDA, trasplante, uso prolongado de antibiéticos de amplio espectro e
inmunosupresores. El factor asociado relacionado con la forma clinica de
candidosis, se muestra en el cuadro 10. El principal factor relacionado con la
candidosis pulmonar fue la administracién de antibiéticos de amplio espectro
(47%); en los pacientes que cursaron con candidosis bucal fue DM2 (71%);

mientras que en la vulvovaginitis por Candida fueron menopausia y embarazo
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(58%). Solamente en 7 de los 135 pacientes se observoé la asociacion de dos 0 mas

factores.

Cuadro 10. Relacion de las principales formas clinicas de candidosis y el factor
predisponente.

Forma clinica Factor predisponente
Pulmonar Antibioticos de amplio espectro,
sepsis, anemia 'y DM2
Bucal DM2 y SIDA
Vulvivaginitis Menopausia y embarazo
VU DM2 y peritonitis
Cuténea Trasplante e inmunosupresores
Tubo digestivo SIDA
Sinusitis Leucemia

En la figura 11 se muestra el origen del espécimen bioldgico, el cual
estuvo relacionado con la forma clinica de candidosis, donde los principales
fueron lavado de liquido bronquioalveolar (LLBA) (22%); seguido de exudado

de boca (21%) y exudado vaginal (14%).

= LLBA
¥ Exudado bucal

® Exudado vaginal

¥ Orina

¥ Escamas

¥ Sangre

® Exudado nasal

H Otros

Figura 11. Especimenes bioldgicos procesados de 135 pacientes. * LLBA=
Liquido de lavado bronquioalveolar.
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Fenotipificacion: De los 157 aislados levaduriformes obtenidos de 135
pacientes, 66 (42%) correspondieron a especies de Candida diferentes a C.
albicans; mientras que 91 (58 %) a C. albicans/C. dubliniensis. Para fines de este
estudio solo se analizaron los resultados relacionados con C. albicans y C.
dubliniensis. En el cuadro 11 se muestra la procedencia de 91 muestras

procesadas que correspondieron a estas dos especies.

Cuadro 11. Aislados de C. albicans /C. dubliniensis obtenidos de pacientes
atendidos en tres hospitales de la Ciudad de México.

Hospital Numero de aislados
H. G. Dr. Dario Fernandez 27
H.G. Dr. Manuel Gea Gonzéalez 28
H. Especialidades CMN Siglo XXI 36
Total 91

Los 91 aislados presentaron crecimiento en ADS-CC; colonias de diversas
tonalidades de verde en CHROMagar Candida®; la produccion de
clamidoconidios en HM y la formacidn de tubo germinativo en suero.

La caracterizacion fenotipica por pruebas diferenciales de los 91 aislados
C. albicans y C. dubliniensis se muestra en el cuadro 12. Por la variabilidad
fenotipica que se presentd en los diversos aislados se describieron cuatro
criterios fundamentales: 1) Morfologia macroscépicas. En ACM, AS y AT el
100%, 99% y 95% de los aislados presentaron superficie lisa; mientras que en AT
en el 5% fue evidente la superficie rugosa. De los tres medios esta caracteristica
diferencial entre C. albicans y C. dubliniensis se observé principalmente en AT, ya
que el 95% de los asilados mostraron superficie lisa y correspondieron a C.
albicans, mientras que el 5% con superficie rugosa fueron identificados como C.
dubliniensis. En las figuras 12 y 13 se hacen evidentes los dos morfotipos
observados en los aislados identificados como C. dubliniensis.

2) Color de las colonias (blanquecino y marrén). Las colonias de color

blanquecino predominaron en ACM y AS en el 100% de los aislados; mientras
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que en AT en el 67%. El color marrdn intenso y opaco en AT fue caracteristico en
los aislados de C. dubliniensis, ya que se presento en el 100%( Figuras 12 y 13).

3) Otro de los criterios morfolégicos fue el halo filamentoso, este se
dividié en largo, corto o ausente. En los tres medio probados, el halo
filamentoso largo se presentd en el 10 al 30% de los aislados; mientras que el
corto solamente en AT y en ACM en el 15 al 43% y en AS en ninguno. En los tres
medio la ausencia de halo fue evidente (44 al 75%). Los aislados de C.
dubliniensis mostraron halo filamentoso largo en AS y AT, en comparacion a los
aislados de C. albicans que en la mayoria fue ausente (Figura 14).

4) Morfologia microcépica la produccion de clamidoconidios en los tres
medios se dividid en abundantes en racimo, escasos Unicos y ausentes. EI 100%
de los aislados de C. dubliniensis presenté abundantes en racimo en los tres
medios, en cambio en C. albicans en el 70% de los casos fueron escasos Unicos y
en el 24% ausentes (Figuras 15 y 16).

En la prueba de termotolerancia, todos los aislados de C. dubliniensis no
crecieron a 45 °C, en cambio los de C. albicans crecieron a 45 °C de acuerdo a la
escala establecida: (++++) el 22.5 % de los aislados; (+++) el 29.5%; (++) el 34% y

(+) el 14% (Figura 17).

Cuadro 12. Criterios morfologicos observados en las colonias de C. albicas y C.
dubliniensis en tres medios diferenciales (AT, ASy ACM).

Caracteristicas morfoldgicas AT AS ACM
Color Blanquecino 61 (67 %) 91 (100 %) 91 (100 %)
Marron 30 (33 %) 0 0
Superficie Lisa 86 (95 %) 90 (99 %) 91 (100 %)
Rugosa 55 %) 1(1%) 0
Halo filamentoso Largo 12 (13 %) 27 (30 %) 9 (10 %)
Corto 39 (43 %) 0 14 (15 %)
Ausente 40 (44 %) 64 (70 %) 68 (75 %)
Clamidoconidios | Abundantes 55 %) 5 (6 %) 5 (6 %)
Racimo
Escasos 66 (73 %) 64 (70 %) 64 (70 %)
Unicos
Ausentes 20 (22 %) 22 (24 %) 22 (24 %)
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Figura 12. Colonias de C. dubliniensis y C. albicans en AT. A) C. dubliniensis,
colonias de color marrén intenso opaco, superficie rugosa de tipo crateriforme,
en el margen con halo velloso largo. B) C. albicans, colonias de color beige
brillantes, superficie lisa, en el margen halo velloso corto.

Figura 13. Colonias de C. dubliniensis y C. albicans en AT. A) C. dubliniensis,
colonias de color marrén intenso opaco, superficie rugosa de tipo cerebriforme,
en el margen halo velloso corto. B) C. albicans, colonias de color marron claro
brillantes, superficie lisa, en el margen halo velloso corto.
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Figura 14. Colonias de C. dubliniensis y C. albicans en AS. A) C. dubliniensis,
colonias de color blanco brillante, superficie lisa, con halo velloso largo en el
margen. B) C. albicans, colonias color blanco brillante, ausencia de halo velloso

en el margen.

Figura 15. Clamidoconidios Unicos sobre una hifa larga de C. albicans. A) agar
tabaco (40x), B) agar Staib (100x) y C) agar caseina modificado (40x)

B e% o P Pe oo
Figra 16. Clamidoconidios abundantes en racimo sobre una hifa corta de C.
dubliniensis. A) agar tabaco (100x), B) agar Staib (100x) y C) agar caseina
modificado (100x).
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Figura 17. Placas de APD incubadas a 45° C. A) Candida dubliniensis, sin

crecimiento a 45 °C. B) C. albicans con crecimiento a 45 °C (+++).

Tomando en cuenta los criterios para diferenciar a C. albicans y C.

dubliniensis en los 91 aislados obtenidos de diferentes muestras procesadas, los

resultados fueron los siguientes, 86 aislados se identificaron como C. albicans y 5

como C. dubliniensis (Cuadro 13). En la figura 18 se observa la diferencia

porcentual de estas dos especies.

Cuadro 13. Aislados de C. albicans y C. dubliniensis obtenidos de los pacientes
atendidos en tres hospitales de la Ciudad de México

Hospital AIETE el C.albicans | C. dubliniensis
aislados
H. G. Dr. Dario Fernandez 27 25 2
H.G. Dr. Ma}nuel Gea 28 25 3
Gonzalez
H. Especialidades CMN
Siglo XXI 36 36 0
Total 91 86 5
100%
80%
2
S 60% -
c
(0]
8 40% |
o
20% -
0% -
C. albicans C. dubliniensis
Especie

Figura 18. Porcentaje de aislados obtenidos de C. albicans y C. dubliniensis.
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En 9 (9.8%) de los 91 aislados de C. albicans y C. dubliniensis se observé
una asociacion con otras especies de Candida no albicans. En 7 de los 9 aislados C.
albicans con C. glabrata, de los cuales cuatro fueron obtenidos de mujeres
embarazadas que cursaron con candidosis vaginal; una de candidosis pulmonar
y una candidemia, donde los factores predisponentes fueron multiples;
finalmente la restante correspondié a un aislado de un paciente con candidosis
bucal y SIDA (Cuadro 14). En la figura 19 se muestra la asociacién de C. albicans
con C. glabrata en dos de los aislamientos (10-658A2 y 20308). Solo uno de los
aislados de C. dubliniensis (Ramirez D) se asoci6 con C. glabrata obtenidos de un
paciente femenino con candidosis pulmonar y mualtiples factores
predisponentes. Cabe mencionar que uno de los casos incluidos en este estudio
correspondié a un paciente femenino de 68 afios que curso con sepsis posterior a
una gastrostomia, estado vegetativo, intubacidn orotraqueal, anemia, neumonia
nosocomial y administracion de antibidticos de amplio espectro presentd una
candidosis diseminada que afectaba tres aéreas anatomicas: pulmon, tejido
subcutdneo y herida quirudrgica, de las dos primeras se aislé la misma especie de

Candida (C. albicans) y de la tercera una especie de Candida no albicans (C. krusei).

Cuadro 14. Asociacion entre los aislados de C. albicans y C. dubliniensis con otras
especies de Candida no albicans, forma clinica y factor predisponente.

Forma clinica | Factor predisponente | NUmero de casos Especies
Vaginal Embarazo 4

Etll:;r;onar g/:gl;:ples 1 C. albicans-C. glabrata
Candidemia | Multiples 1

Pulmonar Multiples 1 C. albicans-C. tropicalis
Pulmonar Multiples 1 C. dubliniensis-C. glabrata
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Figura 19. A) y B) asociacion de C. alb
Candida®

icans y C. glabrat en CHROMagar

Sensibilidad antifungica, los resultados de la CMI de los 91 aislados

estudiados se presentan en el cuadro 15.

Cuadro 15. Concentracion minima inhibitoria de aislados de C. albicans y C.

dubliniensis.

Muestra Especie KTZ FLZ
LMN30-10 C. albicans 0.03 0.125
27-102 C. albicans 0.03 0.125
27-115 C. albicans 8 64

30-71 C. albicans 0.03 0.125
30-77 C. albicans 0.03 0.125
391 C. albicans 0.03 0.125
CED-1 C. albicans 0.03 32

PLIE-1 C. albicans 0.03 0.125
PLIE-2 C. albicans 0.03 8

ROS-2 C. albicans 0.03 0.125
10536 C. albicans 0.03 0.25
MARG-I C. albicans 0.03 0.125
13495.4 C. albicans 0.03 0.125
20325 C. albicans 0.03 0.125
2068 C. albicans 0.06 64

CED-2 C. albicans 8 0.125
10-557 C. albicans 16 64

10-542 1 C. albicans 0.03 0.125
542..12 C. albicans 0.03 0.125
542..2 3 C. albicans 0.03 0.125
30105 C. albicans 0.06 0.125
30301 C. albicans 0.03 16
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ITZ
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
1
0.03
1
0.03
0.03
0.03

VRZ
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.06

4
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

4
0.25

16
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

PzC
0.03
0.03
4
0.03
0.03
0.03
0.06
0.03
1
0.03
1
0.03
0.03
0.03
1
0.03
4
0.03
0.03
0.03
0.03
1

AMB
0.03
0.06

0.5
0.06
0.03

0.125
0.25

0.125

0.5
0.25
0.5
0.25
0.03

0.125
0.25
0.25

0.5
0.125
0.5
0.25
0.125
0.5

CSF
0.03
0.03
0.125
0.03
0.03
0.03
0.06
0.03
0.125
0.03
0.06
0.03
0.06
0.03
0.06
0.125
0.06
0.03
0.125
0.06
0.03
0.06

ANF
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
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Muestra Especie KTz FLZ ITZ VRZ PzZC AMB CSF ANF

547 C. albicans 0.03 0.125 0.125 0.03 05 0.06 0.06
MED-GAR C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0.06 0.06
20303 C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.06 0.03 0.06
20308 C. albicans 0.03 0.125 0.03 003 003 025 0.03 0.06
10-574 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.5 0.125 0.06
CER-M C. albicans 0.03 0.125 0.125 0.03 0.03 025 0.03 0.06
AUG-N C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.06 0.03 0.06
ARU-A C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.06 0.03 0.06
DIA-V C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 025 0.06 0.06
2309173 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.06
1587 C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.125 0.06 0.06
6.311 C. albicans 0.125 0.06 003 003 0.125 006 0.06
1839 C. albicans 0.06 16 05 0.06 0.06
10673 C. albicans 0.03 0.125 0.03 003 003 025 0.03 0.06
10658 A2 C. albicans 0.03 0125 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.06
7.302 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0.06 0.06
10671 C. albicans 0.25 2 0.03 0.03 05 0.03 0.06
1405 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0.03 0.06
10-669 C. albicans 0.25 16 0.125 0.03 0.03 05 0.06 0.06
10-682 P C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0.06 0.06
10-736 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 05 0.06 0.06
10-739 C. albicans 0.125 0.03 0.25 0.125 0.06
10-734 C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.06 0.03 0.06
10-823 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.06 0.03 0.06
10-774 C. albicans 0.03 0125 003 003 003 025 0.03 0.06
10-763 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.06
SAL-JU C. albicans 0.03 0125 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.06
AVA-IIM C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.06
GOM-S C. albicans 0.03 0125 003 003 003 025 0.03 0.06
PACH C. albicans 0.03 0.125 0.03 003 003 0.06 0.03 0.06
EST-GAR C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.06 0.03 0.06
TELL-GAR C. albicans 0.03 0.125 0.03 003 003 025 0.03 0.06
MED-Q C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 025 0.03 0.06
HDZ-GAR C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.125 0.06 0.06
10-717 C. albicans 0.03 0.125 003 003 003 0.03 0.03 0.06
10-735 C. albicans 0.03 025 006 003 003 0.125 0.03 0.06
10-702 C. albicans 0.03 0.125 003 003 0.03 0.125 0.03 0.06
10-706 C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 003 0.06 0.03 0.06
10-673 C. albicans 0.03 0125 003 003 003 025 0.03 0.06
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Muestra
B002840
B001821
B4456
B2697
B1631
B3010
B1322
B003155
B001641
B1680
B2902
B002343
B1429
B002022
B002691
B001640
B4318
B3093
B003894
4/11

21
11-193
09-078
130E
28/11
185

566
19499
RAM-D
11
Media

Especie
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis

C. albicans/
C. dubliniensis

[l Aislados resistentes

m Aislados sensible dosis dependiente

KTZ

0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

0.5
0.03
0.03
0.03
0.03
0.25

0.03
0.03
0.03

0.5
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.06
0.03
0.56

FLZ
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125

16
0.125
0.125

0.25

0.125

0.125
16
0.125

0.125
3.93

ITZ VRZ
0.125
0.03 0.03
1
0.03 0.03
0.03 0.03
0.06  0.03
1
0.5
0.5
0.03 0.03
0.03 0.03
0.03 0.03
0.03 0.03
0.5
1
2
0.03 0.03
0.03 0.03
0.03 0.03
0.03
0.03 0.03
0.03 0.03
0.03 0.06
0.03 0.03
0.125 0.125
0.03
0.03 0.03
0.83 1

PzC

0.03
0.03

0.25
0.03
0.03

0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

0.5
0.03
0.03
0.03

0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

0.06
0.74

AMB
0.25
0.25

0.5
0.25
0.25

0.125

0.5

0.25
0.25
0.125
0.25
0.125
0.25
0.5
0.5
0.25
0.25
0.125
0.5
0.125

0.125
0.125
0.125
0.5
0.5
0.125
0.5
0.5
0.27

CSF

0.25
0.125
0.06

0.125
0.125
0.125

0.25
0.125
0.06
0.125
0.125
0.25
0.25
0.125
0.125
0.125
0.5
0.06
0.06
0.125
0.03
0.06
0.125
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.13

ANF
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06

La actividad de los diversos antifungicos estudiados sobre cada uno de

los aislados de C. albicans y C. dubliniensis, se presentan en la figura 20, donde

tres de los azoles (ITZ, VRZ y PZC) mostraron menor actividad.
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Figura 20. Actividad de los 8 antifungicos sobre los 91 aislados estudiados.

La resistencia observada en los 91 aislados fue principalmente frente a

ITZ (27%), seguido de PZC (20%) y KTZ (12%) (Figura 21).

30

25

20

15

10 A
A i
[] n T . T T T |_|
KTZ FLZ ITZ VRZ F

G AMB C5F AMF

% de resistencia

Figura 21. Porcentaje de resistencia en los 91 aislados de C. albicans y C.
dubliniensis

Comparando la resistencia observada en los aislados de ambas especies,
C. albicans mostro resistencia principalmente a ITZ, PZC y KTZ; mientras que C.
dubliniensis solo frente a ITZ y VRZ (Figura 22). El 3% de los aislados de C.
albicans presentaron resistencia a FLZ; en cambio el 10% de los aislados de C.

dubliniensis fue SDD y ninguno resistente.

56

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

a0
80
70
G0
50
40
30
20
10

% de resistencia

BC albicans

u C. dubliniensis

KTZ

FLZ

ITZ

VRZ

FZC AMB

T

C5F

AMF

Figura 22. Comparacién entre la resistencia de los aislados de C. albicans y C.

dubliniensis
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VI. Discusioén

Actualmente, C. albicans es la principal especie causante de la mayoria de
las candidosis, sin embargo en las dos ultimas décadas esta especie ha
disminuido su frecuencia en algunas formas clinicas y ha sido remplazada por
las especies de Candida no albicans 73108, Asi como la descripcién de los aislados
atipicos que correspondieron a C. dubliniensis, los cuales fueron obtenidos de la
identificacion previa de C. albicans, cuyas caracteristicas fenotipicas eran
semejantes 10857,

Candida dubliniensis es una levadura emergente causante de infecciones
superficiales y profundas, inicialmente fue aislada de la cavidad bucal de
pacientes VIH/SIDA con candidosis. Diversos estudios han demostrado que es
causante de algunas formas clinicas de la infeccion en pacientes con diferentes
factores de oportunismo 31869 también se ha estudiado la importancia de
factores como diferencias geogréficas, anatdbmicas y de raza . Otras de las
caracteristicas particulares observadas en esta especie fue la menor sensibilidad
a fluconazol, con posterior resistencia adquirida 10823,

En el presente trabajo la forma clinica de candidosis mas frecuente fue la
pulmonar, similar al estudio realizado por Hernadndez-Hernandez y cols 39,
quienes analizaron diversos especimenes de 108 pacientes, de los cuales 32
presentaron candidosis pulmonar, que es la forma clinica que desarrollan los
pacientes hospitalizados 3°. En el estudio realizado por estos investigadores los
dos factores predisponentes asociados a esta micosis fueron tuberculosis (20
casos) y SIDA (10 casos), en cambio en el presente trabajo los factores fueron el
uso prolongado de antibidticos de amplio espectro y DM2; el primero asociado
al tratamiento de neumonias aparentemente bacterianas, lo que probablemente
contribuy6 al desarrollo de la infeccion por Candida. También ha sido descrito
un incremento en los aislados de esta drea anatomica que posiblemente explique
la predileccion de estas especies por colonizar el aparato respiratorio ©°.

Al relacionar el aislamiento de Candida spp de la boca y el factor

predisponente se ha reportado que en la cavidad bucal de pacientes diabéticos,
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C. albicans se aislé en el 60 y 89% 115, estos autores sugieren que la DM es un
factor de riesgo en el desarrollo de la candidosis bucal.

Bartholomew y cols 13, analizaron 60 pacientes con DM insulina—
dependientes, de los cuales el 70% presentaron candidosis bucal. Estos datos
coinciden con los obtenidos en este trabajo, donde el 70% de los pacientes
analizados con candidosis bucal presentaron DM2 como factor predisponente.
Sin embargo, en el estudio realizado por Sousa y cols 1% de 196 pacientes,
divididos en diabéticos y no diabéticos, el 30.5% de los pacientes DM2 y el 36%
de los no diabéticos presentaron candidosis bucal, por lo que se concluyé que no
hubo relacion significativa entre DM2 y candidosis bucal.

En otra investigacion, Willis y cols 126 estudiaron 414 pacientes diabéticos
en tratamiento con insulina, en el 77% se aislaron de cavidad bucal, diversas
especies del género Candida, siendo C. albicans la principal especie y en este
grupo de pacientes aislaron por primera vez a C. dubliniensis. A pesar de la alta
relacion entre candidosis bucal en pacientes con DM, no se considerd que sea el
Unico factor que determind el desarrollo de Candida, sino una combinacién de
factores.

A diferencia de otros estudios 11123 donde se sefialé que C. dubliniensis se
aisla en un alto porcentaje de la boca de los pacientes con SIDA, en este estudio
no hubo relacion en la candidosis bucal, SIDA y el desarrollo C. dubliniensis,
probablemente debido a que los pacientes con VIH recibieron un tratamiento
adecuado.

De acuerdo a las diversas publicaciones, el embarazo se ha considerado
un factor predisponente de la vulvovaginitis por Candida, especialmente en
pacientes que rebasan las 28 semanas de embarazo, debido al alto nivel de
glucégeno producido por el epitelio vaginal estimulado por los altos niveles
estrogenos gestacionales 12, en el presente trabajo el periodo gestacional de las
pacientes que presentaron vulvovaginitis por Candida fue cercano a las 32
semanas. Candida albicans es la especie que causa el 80 al 90% de esta forma
clinica, seguida por C. glabrata (5-15%) 12. En el estudio realizado por Rivera-

Sanchez y cols., analizaron 631 mujeres entre 14 y 65 afios, donde la especie mas

59

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

frecuente fue C. albicans (39%), seguida de C. glabrata (35.9%), en 11 (2.14%) de
los casos se encontrd asociacion de ambas especies 9. A diferencia de este
resultado, en el presente trabajo la asociacion de estas dos especies fue del 20%
en las pacientes que presentaron esta forma clinica de candidosis. Otro hallazgo
interesante fue el aislamiento de C. dubliniensis de una paciente femenino de 48
afos cuyo factor predisponente fue menopausia.

Candida albicans y C. dubliniensis son morfolégicamente similares y con las
pruebas de uso habitual no es posible diferenciarlas, por este motivo creci6 el
interés por disefiar medios de cultivo para su diferenciacion 6%63; sin embargo,
los resultados de las pruebas presentaron sensibilidad y especificidad variable y
con resultados poco reproducibles, por lo que la identificacién fenotipica de
estas dos especies requiere de mas de una prueba. En este estudio, se
propusieron tres medios de cultivo (agar tabaco, agar Staib y agar caseina
modificado) y la prueba de termotolerancia, para la diferenciacion de las dos
especies en base a sus caracteristicas morfolégicas macroscopicas Yy
microscépicas, con lo que se logro la diferenciacion e identificaciéon de C.
dubliniensis.

A diferencia de los resultados obtenidos por Khan y cols 44, en agar
tabaco, donde los aislados de C. dubliniensis producen colonias de superficie
rugosa y rodeadas por un halo velloso y abundantes clamidoconidios. En el
presente trabajo las colonias de esta especie mostraron dos morfotipos, uno de
tipo crateriforme y otro de tipo cerebriforme; el color en ambos morfotipos fue
marrdn intenso opaco, en contraste a la combinacién de color amarillo-marrén
que describié Khan 44, En el presente estudio, las caracteristicas fundamentales
para diferenciar los aislados de C. albicans de los de C. dubliniensis en este medio
de cultivo fue la superficie lisa y la nula o escasa produccion de
clamidoconidios, hechos que coinciden con los resultados de Khan.

En el presente trabajo, en agar Staib, las colonias de Candida mostraron
diferenciacion en la formacion de un halo velloso alrededor de las colonias y la
produccion abundante de clamidoconidios, caracteristicas que predominaron en

los aislados de C. dubliniensis; a diferencia del reporte de Staib y Araste 107,
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donde las colonias de esta especie presentaban superficie rugosa y abundantes
clamidoconidios.

Los resultados obtenidos en agar caseina modificado, coincidieron con los
descritos por Mosca y cols 71, donde los clamidoconidios producidos en los
aislados de C. dubliniensis son abundantes, distribuidos y ordenados. La
modificacion en el porcentaje (10%) de la cantidad de leche descremada
adicionada al medio, facilité la observacion de los clamidoconidios.

La prueba de termotolerancia fue uno de los criterios importantes de
diferenciacién entre ambas especies. Esta prueba ha sido utilizada por otros
autores para diferenciar a estas dos especies 811, En el presente estudio, de
todos los aislados, 86 correspondieron a C. albicans y 5 a C. dubliniensis, de
acuerdo con los criterios de crecimiento y ausencia de crecimiento a 45 °C,
respectivamente 108,

Las pruebas fenotipicas pueden ser parametros presuntivos de utilidad
para la identificacion de ambas especies en los laboratorios clinicos
microbiologicos. En el presente estudio, basados en los pardmetros antes
mencionados, la frecuencia de C. albicans y C. dubliniensis fue del 95 y 5%,
respectivamente. Esta frecuencia coincide con lo descrito en la literatura, donde
el rango de frecuencia en diversos estudios fue para C. albicans del 32-98% y
para C. dubliniensis del 1-8% 19.103101,7037:81,9580,84,341206216  Aparentemente esta
diferencia esta relacionada con la menor tolerancia de C. dubliniensis al estrés del
microambiente, lo que traduce que es menos competitiva para colonizar y
causar infeccion en el humano.

Existen diversas publicaciones sobre la actividad de los antifingicos
sobre C. albicans y C. dubliniensis. En el presente estudio, los antifungicos que
mostraron la mejor actividad frente a estas dos especies fueron AMB, CSF y
ANF. Estos resultados coinciden con los descritos previamente por Manzano y
cols 61, donde los aislados de ambas especies fueron sensibles a AMB; al igual
que los resultados de Loza y cols %, quienes Unicamente observaron la

sensibilidad de este farmaco frente a C. albicans, con resultados similares. Por el
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contrario, en el estudio de Ricciardi y cols 88, la resistencia a AMB mostrada por
C. albicans y C. dubliniensis fue del 7 y 25%, respectivamente.

Por otro lado, la resistencia de C. albicans frente a los azoles registrada en
la literatura ha sido variada, el rango reportado fue para ITZ de 8 al 43% 4616288,
para KTZ de 8 al 18% 582162 y para PZC del 32% 9. En el presente estudio la
resistencia obtenida fue similar a lo descrito en la literatura, del 25, 20 y 12%
para ITZ, PZC y KTZ, respectivamente. La resistencia observada con FLZ, fue
del 3% en los 86 aislados de C. albicans, similar al descrito por Manzano 62y Loza
%8 en los cuales se obtuvieron en el 2.7 y 4%, respectivamente; sin embargo,
otros autores han encontrado un aumento del 11 al 22% en la resistencia de los
aislados de C. albicans a FLZ 421,

En C. dubliniensis los resultados han sido variables, ya que algunos
autores han descrito que es sensible a todos los azoles que se estudiaron 9362, Sin
embargo, Manzano 6y Ricciardi 88 encontraron que C. dubliniensis fue resistente
a ITZ en un 50 y 25%, respectivamente. Estos datos coinciden con lo observado
en el presente trabajo, donde esta especie presento resistencia a ITZ en un 87%, a
VRZ en el 60%. Fue evidente que en ninguno de los aislados mostro resistencia
frente a FLZ, dato que coincide con otros autores 6288, Cabe mencionar que
Quindos y cols 85 encontraron que los asilados de C. dubliniensis presentaron

resistencia a FLZ en el 11%.

62

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

V. Conclusiones

1. Los medios utilizados (AT, AS y ACM) fueron de utilidad basado en los
criterios fenotipicos para la diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis,
donde C. dubliniensis presentd abundante produccion de clamidoconidios
dispuestos en racimo en AT, AC y AS; colonias rugosas, de color marrén en AT;
halo velloso largo alrededor de las colonias en AT y AS; y la ausencia de

crecimiento a 45° C.

2. La preparaciéon de estos medios es sencilla, rapida, econémica y podrian ser
usados en los laboratorios clinicos microbiol6gicos como técnica para la
diferenciacién presuntiva de C. albicans y C. dubliniensis, que es fundamental
para conocer su distribucién geogréafica, anatomica, su papel patégeno y la

sensibilidad y/o resistencia desarrollada a los diversos antifingicos.

3. No hubo diferencia entre los factores de riesgo, las formas clinicas y C. albicans

y C. dubliniensis.

4, La resistencia de C. albicans a los diversos azoles fue en ITZ 24%, PZC 20%,

KTZ 13% y solo el 3% de los asilados a FLZ.

5. La resistencia observada en los aislados de C. dubliniensis a ITZ y VRZ fue del
80% y 60%, respectivamente. Es necesario diferenciar esta especie de los aislados

de C. albicans, para establecer el patron de sensibilidad antifngica.
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ANEXO

Tincion de Gram

a) Hacer un frotis y fijarlo con calor.

b) Cubrir con cristal violeta durante un minuto y después lavar ligeramente con
agua corriente.

c) Cubrir con lugol durante un minuto y lavar con agua corriente.

d) Decolorar con una cantidad de 10 a 20 gotas de una solucién de alcohol -
acetona al 50% y lavar con agua corriente.

e) Cubrir con safranina durante 30 segundos y lavar ligeramente con agua

corriente, dejar secar y observar+'.

Agar Dextrosa Sabouraud (BD BIOXON®)

Componentes:
Agar 15049
Dextrosa 40049

Peptonadecarne 509
Peptona de caseina 5.0 g
pH final 5.6+-0.2

Procedimiento:
En 1000 mL de agua destilada agregar 65g de medio ADS y disolver por
calentamiento. Esterilizar durante 15 minutos a 121° C, dejar enfriar y verter en

cajas Petri.

Agar Dextrosa Sabouraud con Antibiéticos (BD BBL™ Mycosel™)

Es un medio utilizado para el aislamiento de la mayoria de los hongos
patdgenos. La cicloheximida inhibe el desarrollo de los hongos contaminantes y

el cloranfenicol a las bacterias.
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Componentes:

Harina de soja digerida por enzimas papaicas 10.0g
Dextrosa 10.0g
Agar 15.59
Cicloheximida 0.49
Cloramfenicol 0.05¢g

pH final 6.9+-0.2

Procedimiento:
En 1000 mL. de agua destilada agregar 36g de ADS antibiético. Disolver por
calentamiento y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C, dejar enfriar y verter en

cajas de Petri.

Agar Harina de Maiz (BD BBL™)

Se utiliza para la produccion de pseudohifas de levaduras del género Candida y

produccion de clamidoconidios de C. albicans y C. dubliniensis.

Componentes:

Infusiéon de harina de maiz (sélidos) 2.0g
Agar 15.0g
pH final 6.0+-2.0

Procedimiento:
En 1000 mL de agua destilada agregar 17g de agar harina de maiz y disolver por
calentamiento. Posteriormente afiadir 10 ml. de Tween 80, mezclar y esterilizar a

120 °C durante 15 minutos. Dejar enfriar y verter en cajas de Petri.

67

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Filamentacion en Suero

Se utiliza para diferenciar a C. albicans y C. dubliniensis de otras especies de

Candida.

Composicion:

Suero humano.

Procedimiento:
Colocar una porcién del crecimiento de 24 horas de la levadura en 0.5 mL de
suero e incubar a 37 °C, durante dos horas. Tomar una gota de suero y observar

al microscopio la presencia de tubo germinativo.

CHROMagar Candida®

Este medio diferencia por color el de la colonia a cuatro especies del género
Candida: C. albicans y C. dubliniensis son de color verde, C. tropicalis color azul, C.

krusei color rosado con margen blanco, C. glabrata color morado.

Procedimiento:

En 1000 mL de agua destilada estéril agregar 47.7g de CHROMagar Candida® d,
calentar, agitar constantemente de manera lenta hasta que la mezcla sea
homogénea, llevar hasta ebullicion durante 2 min. Dejar enfriar y verter a cajas

de Petri.

Agar tabaco (Khan3)

Este medio diferencia morfoldgicamente a C. albicans de C. dubliniensis.

Componentes:

Tabaco natural 509
Bactoagar BD BIOXON 159
Agua destilada 1000 mL
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Procedimiento:

Hervir durante 30 minutos 50g de tabaco natural en 1000 mL de agua destilada,
filtrar a través de gasas y aforar al volumen inicial.

Agregar el liquido resultante a un matraz con 20g de Bactoagar y disolver por
calor. Ajustar a pH de 5 y esterilizar por 15 minutos a 120 °C, dejar enfriar y

verter en cajas Petri.

Agar Staib (Staib02)

Este medio diferencia morfoldgicamente a C. albicans de C. dubliniensis.

Componentes:

Guizotia abyssinica 509
D-glucosa 19
KH2 PO4 1g
Creatinina 19
Bactoagar BD BIOXON 159

Procedimiento:

Pulverizar la semilla, agregar a 1000 mL de agua destilada y hervir durante 30
minutos, filtrar a traveés de gasas y aforar al volumen inicial.

Agregar el liquido a un matraz que contenga el resto de los componentes,
disolver por calor, ajustar a pH de 6 y esterilizar por 15 minutos a 120 °C. Dejar

enfriar y verter en cajas Petri.

Agar caseina modificaado

Este medio diferencia morfoldgicamente a C. albicans de C. dubliniensis.

Componentes:

Leche semidescremada (Svelty®) 19
Bactoagar (BD®) 159
Agua destilada 1000 mL
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Procedimiento:

Por separado A) disolver 1 g de leche en 500 mL de agua destilada. B) Disolver
por calor los 15 g de agar en 500 mL de agua destilada. Ajustar pH a 8.
Esterilizar por 15 min a 120 °C. Dejar enfriar y vaciar A en B. Verter en cajas de

Petri.

Agar Papa Dextrosa (BD BIOXON®).

Componentes:

Infusion de papa (s6lidos) 4049
Dextrosa 20049
Agar 1509
Agua destilada 1000 mL

pH final 5.6+-0.2

Procedimiento:
En 1000 mL de agua destilada agregar 39g de APD. Disolver calentando. Ajustar
a pH de 5.6 y esterilizar durante 15 minutos a 120 °C.
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