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RESUMEN

Introduccidn: Las infecciones por Candida se han incrementado en las Ultimas décadas,
principalmente por especies no-albicans. La colonizacién es una condicidn previa al desarrollo de
infeccion.

Objetivos: Establecer la frecuencia de colonizacién por especies de Candida en pacientes que
ingresan a la unidad de cuidados intensivos neonatales, manos del personal de salud y dispositivos
médicos, el perfil de susceptibilidad a antimicéticos, vy la relacidon genotipica por medio de
electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE).

Métodos. Estudio de cohorte. Se tomaron cultivos de pliegues de cuello, axilas, ingles, boca y ano
a los pacientes a su ingreso a UCIN, y cada 7 dias mientras permanecieran hospitalizados, al
mismo tiempo se tomaron cultivos de barandales de cunas térmicas, estetoscopios, termémetros
y cintas métricas. De las manos del personal de salud en dos ocasiones durante el estudio. A las
cepas identificadas como Candida se les realizd susceptibilidad a antimicéticos mediante el
método de microdilucion seriada en caldo. Para la relacién genotipica se tipificaron por el método
de PFGE, las cepas de la misma especie y cariotipo se sometieron a analisis de restriccion.

Resultados: Se incluyeron 98 pacientes en 8 meses, se documentd colonizacién por especies de
Candida en 39, 24 estaban colonizados al momento del ingreso, 15 durante su estancia. Los sitios
de mayor colonizacion fueron recto 58.9% vy axilas 51.3%. En cuanto a los aislamientos, Candida
parapsilosis n=25 (64%) fue la especie mas comunmente aislada, seguida por Candida albicans en
11 (28.2%), Candida lusitaniae en 4 (10.2%) y otras en 2 (5.1%). Ningun paciente desarrollo
infeccion micdtica sistémica. Se determind la susceptibilidad en 124 cepas, en su mayoria C
parapsilosis, se encontro resistencia a itraconazol en el 8% de las 73 cepas de C. parapsilosis y en
el 26% de las 32 cepas de C.albicans, en total se documentd que 13% de cepas fueron resistente a
Itraconazol, no hubo resistencia para el resto de antifungicos. Para la Genotipificacion de las 19
cepas de C.albicans se encontraron dos patrones, uno predominante (A) que incluyé once cepas
con cariotipo idéntico : 9 de pacientes colonizados, una de manos y una cinta métrica. Las
restantes ocho cepas tuvieron cariotipos distintos.En cuanto a C. parapsilosis se encontrd una
identidad genotipica en 48 cepas (81%), de las cuales 44% correspondieron a cepas tomadas del
personal de salud, 43% de los pacientes y los ambientes el 13% mientras que 11 cepas (19%) no
mostraron relacidn clonal entre ellas.

Conclusion. Cerca del 40% de los pacientes que permanecen en UCIN por mas de 21 dias se
colonizan. Predomina una clona de Candida parapsilosis en pacientes y manos del personal, lo cual
se puede corroborar en el estudio genotipificacidon. Ningln paciente presentd infeccidn invasiva.



INTRODUCCION

Las infecciones por levaduras del género Candida han incrementado en las Ultimas décadas. Entre
los grupos mds afectados se encuentran los recién nacidos prematuros que permanecen
hospitalizados por tiempo prolongado en las unidades de cuidado intensivo neonatal (UCIN). La
frecuencia registrada de infecciones micéticas invasivas en recién nacidos de muy bajo peso es de
1.6-9% vy de 10-16% en los que tienen peso extremadamente bajo, con una letalidad de 30-75%,
a pesar de un tratamiento adecuado, pero mayor al 80% cuando el diagndstico no se realiza

oportunamente.’”

En las ultimas 2 décadas destaca la transiciéon de especies de Candida como
causantes de infecciones invasivas. Hasta la década de los 80’s Candida albicans predominaba en
cerca del 60% casos. Sin embargo, a partir de la década de los 90’aparecen los reportes que

> En un estudio de un hospital

sefialan un cambio a favor de las especies diferentes a C. albicans. >
pediatrico de tercer nivel en la Ciudad de México, se registré que durante 1998, el 66% de las
especies aisladas en pacientes con candidemia correspondian a Candida albicans, y para 2003, la
frecuencia era similar para especies no-albicans y albicans (51% vs 49%).°® Este cambio se ha

atribuido principalmente al uso cada vez mas frecuente de terapia empirica y la utilizacidon de

profilaxis antimicdtica en pacientes de riesgo.””

Ademas de los factores de riesgo que predisponen al desarrollo de enfermedad micdtica, en recién
nacidos, la colonizacién se ha destacado como uno de los eventos mas importantes y una
condicidn previa necesaria para el desarrollo de infecciéon. Farmaki y cols. encontraron que el
riesgo para presentar candidemia en neonatos colonizados fue de 4.4 veces mds en comparacion
con los no colonizados, y esta diferencia resultd estadisticamente significativa (IC95% 2.59-9.06,

p=0.002).°

El neonato se coloniza desde su nacimiento con la microbiota vaginal; se ha documentado que

hasta en 40% de los recién nacidos tienen una cepa genéticamente idéntica a la de su madre (en el
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1011y posteriormente adquiere cepas diferentes en las salas de

caso de Candida albicans),
hospitalizacidn, donde intervienen multiples factores. En general, los sitios de mayor colonizacién
son tubo digestivo y piel, principalmente axilas, ingle, y cicatriz umbilical. A pesar de la elevada

frecuencia de colonizacién (70%), algunos autores no han podido demostrar la presencia de

levaduras en el personal de salud.™

En un estudio retrospectivo en el Instituto Nacional de Perinatologia en el periodo del 2002 al
2006, se analizaron las infecciones micdticas invasivas en neonatos, encontrando predominio de
Candida albicans en un 40%, seguida de Candida parapsilosis en 22%; en conjunto las especies no-
albicans fueron responsables del 60% de las infecciones. ** En el reporte SENTRY 2003, se
incluyeron 336 cepas de varios paises de América Latina, de las cuales 36.5% correspondieron a
C.albicans, seguido de C. parapsilopsis (26.4%)."* En Monterrey, de 398 cepas de cinco hospitales,

el 68% correspondid a especies no-albicans."

En forma habitual, se ha considerado que un aislamiento de la misma especie y con el mismo perfil
de susceptibilidad antimicrobiana puede tener el mismo origen, siempre y cuando exista una
relacion epidemiolédgica de temporalidad entre los aislamientos (area fisica, tipo de cultivo,
métodos de aislamiento, duracién de estancia hospitalaria, fecha de toma de cultivo). Gracias al
desarrollo de los métodos de biologia molecular, en los ultimos afios ha sido posible establecer la

relacidn clonal (origen) de diferentes microorganismos, incluidos bacterias, parasitos y hongos.

Candida puede tipificarse mediante diferentes métodos moleculares, la Electroforesis en Gel por
Campos Pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés) tipifica su cariotipo y asi es posible determinar si
los diferentes aislamientos en un paciente tienen un mismo origen. El hecho de permitir un
analisis del cariotipo lo hace ser mejor que otros métodos para comparacién, como RFLP

(Restricted Fragment Lenght Polymorphysm) el cual tiene un principio similar, pero utiliza enzimas



de restriccion de cortes frecuentes que originan fragmentos mas pequefios que los obtenidos por
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PFGE, por lo que su capacidad discriminatoria entre diversas cepas es menor
técnicas fueron comparadas para el analisis de Candida rugosa por Dib y cols'®, que encontraron

una mayor discriminacion por la técnica de PFGE, con mejor desempefio que RFLP.

Las variaciones del cariotipo realizado mediante PFGE, ha tenido buen resultado para discriminar
especies de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C. krusei, por lo que al
momento, es uno de los principales métodos que se sugieren deben utilizarse para la tipificacion
de especies del género Candida *°. El poder de discriminacion de este método mejora si se utilizan
enzimas de restriccién que cortan en forma infrecuente el genoma de las levaduras; sin embargo,
tiene la desventaja de ser una técnica laboriosa que requiere entre 5 y 7 dias para obtener
resultados. Otros métodos como el analisis de ADN polimérfico amplificado al azar por (RAPD,
Randomly-Amplified Polymorphic DNA) y el PCR-fingerprinting también han sido utilizados para
estudiar la relacién clonal en aislados clinicos y mas recientemente la tipificacidon por secuencias

de multiples loci o por analisis de microsatélites polimérficos .

Inicialmente los estudios que emplearon el método de PFGE para la tifipicacién de levaduras
fueron de brotes intrahospitalarios. Posteriormente se extendid su uso a situaciones endémicas,
como el trabajo de Chen y cols., que demostraron la presencia de la misma clona
independientemente del sitio anatémico de colonizacién, y establecieron el momento en que

hubo la seleccién de una clona resistente de C.tropicalis **

la homologia de las cepas aisladas de
diferente sitio anatdmico en un paciente ya habia sido reportada por Huang en recién nacidos de

muy bajo peso en una UCIN 2,

En otro estudio en Tunez, Ben Abdeljelil J., y cols compararon aislamientos de Candida albicans de

neonatos con candidemia con los aislamientos de los trabajadores de la salud (manos), mediante



PFGE. En los 38 aislamientos que probaron se encontraron 3 tipos, que designaron |, Il y lll. El tipo
| fue el mas frecuente, y se encontré en 17 pacientes y un aislamiento de manos, con lo cual
concluyen que existié una transmision horizontal efectiva entre estos pacientes y un miembro del
equipo de salud 2. De igual forma, Lupetti y cols demostraron que existié transmisién horizontal
entre personal de salud y un paciente con candidemia por C.parapsilosis **. En la UCIN del
Hospital de Pediatria, CMN SXXI las infecciones sistémicas por Candida no se encuentran en las
primeras causas de infeccidon nosocomial. El nimero de casos registrados disminuyé a partir de
2003, sin embargo, se ha documentado una elevada colonizacidn por C.parapsilosis tanto en

pacientes como en manos del personal.

Se destaca el alto porcentaje de colonizacién encontrada en las manos del personal, factor
fundamental en la transmisién horizontal y susceptible de modificarse con medidas estrictas y
concientizacién en la importancia del lavado de manos antes y después del contacto con los
pacientes. Es necesario conocer la distribucidon por especies mas frecuentes que colonizan a los
pacientes y si se recuperan del ambiente hospitalario y del personal de salud, asi como establecer
cual es el perfil de susceptibilidad de estas cepas y determinar por medio de biologia molecular la

relacidn entre las cepas obtenidas de las manos, ambiente y las recuperadas en los pacientes .



JUSTIFICACION

Mas de la mitad de los pacientes que son referidos a la UCIN del Hospital de Pediatria tienen
estancias hospitalarias superiores a 7 dias. Ya que la colonizacidn es la condicidn previa para la
infeccidon de mayor peso en estas unidades, y que se ha demostrado que la transmisién horizontal
también influye en la diseminacidn de las especies de Candida no-albicans es necesario conocer la
distribucidn por especies mas frecuentes que colonizan a los pacientes y si se recuperan del
ambiente hospitalario y del personal de salud, posterior a ello establecer la relacién genotipica de

estos aislamientos se podra confirmar si existe transmision cruzada en la UCIN.



OBIJETIVO PRINCIPAL

1. Establecer la colonizacidn por especies de Candida en pacientes, personal y dispositivos

médicos en una unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN).

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la susceptibilidad de los aislamientos a los antifungicos.

2. Comparar el genotipo de la cepas de Candida spp (albicans y parapsilosis) obtenidas de
las manos del personal de salud y equipo médico con el genotipo de las recuperadas de
sitios de colonizacidon de los pacientes, mediante electroforesis en gel por campos

pulsados y analisis de restriccion.



MATERIAL Y METODOS

Sitio de realizacion.

Unidad de Cuidados Intensivos neonatales, Unidad de Investigacién en Epidemiologia Hospitalaria

y Laboratorio Clinico del Hospital de Pediatria CMN S XXI IMSS.

Diseno.

Estudio descriptivo, longitudinal, comparativo.

Universo de trabajo:

Recién nacidos que ingresaron a la UCIN, personal de salud ubicado en el drea de UCIN y
dispositivos médicos que se encuentran en contacto frecuente con los pacientes (estetoscopios,
termémetros, cintas métricas y barandales de cunas térmicas). Cepas de Candida obtenidas de
pacientes hospitalizados y cultivos de manos del personal de salud y equipo médico en la UCIN

obtenidas del julio 2008 a febrero 2009.

Criterios de inclusidn:

¢ Pacientes que ingresen a la UCIN.

¢ Personal de salud (enfermeras, médicos de base, médicos residentes, y personal de laboratorio,
radiologia e inhaloterapia que se encontraron en la unidad al momento de la toma de muestras y
gue tuvieran contacto con los pacientes).

e Se incluyeron cepas de C. parapsilosis y C. albicans colectadas de las manos del personal de

salud y de los pacientes de UCIN.



Criterios de exclusion:

e Pacientes en los cudles los padres o tutores negaron su consentimiento para participar en el
estudio.

* Personal de salud que no dio su consentimiento para la toma de muestras (cultivo de manos).

Criterios de eliminacion:

e Cuando no se pueda obtener el genotipo por PFGE.
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DEFINICION DE VARIABLES

VELELIE

Definicion operativa

Clasificacion

Edad gestacional

Tiempo transcurrido desde la concepcion hasta el
nacimiento

Cuantitativa continua
Unidad de medicion: semanas

Via de nacimiento

Via mediante la cual se obtiene el producto de la
concepcion.

Nominal dicotomica
Categoria: vaginal/ abdominal

Estancia hospitalaria

Tiempo transcurrido desde el ingreso del paciente
hasta el momento actual.

Cuantitativa discreta
Unidad de medicion: Dias

Uso previo de
antimicrobianos de
amplio espectro

Administracidén de antimicrobianos de uso sistémico,
con espectro que incluye gram-negativos y gram
positivos

Nominal dicotémica
Categoria: si/ no.

Uso previo de
antimicoético

Administracion de antimicrobiano con espectro contra
levaduras, local o sistémico

Cualitativa nominal.
Categorias: nistatina, miconazol, fluconazol,
anfotericina B.

Personal de salud

Trabajador que se encuentre realizando sus
actividades dentro el area de UCIN, asignado por un
periodo minimo de un mes.

Cualitativa nominal.

Categorias: enfermeras, médicos, personal
técnico (laboratorio, rayos X e inhaloterapia),
personal de servicios basicos.

Ambiente
hospitalario

Superficie inanimada de objetos que se encuentran en
el area de UCIN, y que utiliza el personal de salud.

Cualitativa nominal.

Categorias: mesas pasteur,
preparacion de medicamentos,
lavabos, tarjas.

mesa de
escritorios,

Dispositivos médicos
no criticos

Objetos utilizados en la atencién y monitoreo de los
pacientes en UCIN que tienen contacto con piel
indemne.

Cualitativa nominal.

Categorias: termometros, estetoscopios,
parches, brazaletes, bandejas, barandales de la
cuna,

Colonizacion por
especies de Candida
albicans

Aislamiento mediante cultivo de Candida albicans
obtenida de un sitio habitualmente no estéril, y que no
se encuentra causando enfermedad en el neonato.

Nominal dicotomica
Categorias: Colonizado, no colonizado.

Candida no- albicans

Levadura del género Candida que se diferencia de
albicans por su incapacidad para formar tubo
germinativo cuando se incuba en medio liquido
(suero).

Cualitativa nominal.

Categorias: C.tropicalis, C. parapsilopsis, C.
krusei, C.glabrata, C.guillermondii, C.famata, C.
rugosa, C.lusitaniae,

Colonizacion por
especies de Candida
no-albicans

Aislamiento mediante cultivo de Candida no-albicans
obtenida de un sitio habitualmente no estéril, y que no
se encuentra causando enfermedad en el neonato.

Nominal dicotémica
Categorias: Colonizado, no colonizado.
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Colonizacion del
personal de salud
por especies de
Candida no-albicans

Aislamiento mediante cultivo de una levadura que se
identifique como Candida no-albicans obtenida de
cultivo de manos

Nominal dicotomica

Categorias: colonizado/no colonizado

Colonizacion del
ambiente
hospitalario por

especies de Candida
no-albicans

Aislamiento mediante cultivo de una levadura que se
identifique como Candida no-albicans obtenida de
dispositivos médicos no criticos, y del ambiente
hospitalario (mobiliario).

Nominal dicotomica

Categorias: Colonizado/ No colonizado.

Susceptibilidad a
antimicoéticos

Concentracion minima inhibitoria a itraconazol,
fluconazol, anfotericina B, y voriconazol.

Cualitativa nominal.

Categorias: susceptible, (susceptible-
dependiente de dosis), intermedio y resistente.

Genotipo

Constitucidon genética de un organismo en relacién a
un rasgo hereditario especifico o a un conjunto de ellos

Nominal dicotomica

Categorias idéntica o diferente

Identidad/Distancia
genética

Cualidades que identifican a una persona u organismo,
similitud.

Divergencia genética entre poblaciones dentro de una
especie. Distancias genéticas mds pequefias indican
una relacion genética.

Nominal dicotomica
Categorias:

Idéntica: de un mismo origen, aquellas cepas
con un numero y tamafio igual de

cromosomas.

No relacionado: mas de una banda

(cromosoma) diferente.

Muestreo:

Por ser un estudio descriptivo, no se realizé cdlculo de tamafio de muestra. La principal finalidad

fue obtener al menos 50 cepas de Candida spp. de los pacientes, tomando en cuenta el nimero de

pacientes que ingresan por mes (30) y un porcentaje minimo de colonizacidon de un 40%. De

acuerdo a resultados de estudios previos, se esperaba colectar al menos 30 cepas del personal de

salud y dispositivos médicos clase | (termdmetros, estetoscopios, cintas métricas y barandales de

cunas térmicas).

Se emplearon para la comparacion entre ellas, 78 cepas colectadas de los pacientes, manos de

personas y ambiente divididos en 59 cepas de C. parapsilosis y 19 de C.albicans.
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Descripcion del estudio

Toma de muestra de pacientes.

A su ingreso al estudio, se solicitd el consentimiento verbal de los padres o tutores, al ser
afirmativo se le tomaron al paciente cultivos de piel (pliegues de cuello, ingles y axilas) cultivo de
mucosa oral y recto mediante un hisopo humedo estéril el cual se inoculd en un tubo que contenia
3 ml de caldo infusidn cerebro corazén (BHI) suplementado con vancomicina (5 mg/dl) y
gentamicina (5mg/dl). En el laboratorio se agitd por 5 segundos (Vortex) y posteriormente se
retird el hisopo. El tubo se incubd a 37 C2 por 10 dias y se revisé cada 24 h en busca de turbidez.
Los cultivos se repitieron cada semana mientras el paciente permanecié internado en la sala o
hasta que se documentd colonizacién de al menos un sitio. Si el paciente tenia un cultivo positivo
desde la primera toma se considerd colonizado y no se tomaron los subsiguientes cultivos. Todos

los pacientes fueron evaluados diariamente hasta su egreso.

Toma de muestra de los dispositivos

Se tomaron cultivos de los barandales de la cuna térmica y de los dispositivos médicos clase |
(barandales de cunas térmicas, termdmetro, estetoscopio y cinta métrica) al momento del ingreso
del paciente y cada 7 dias mientras permanecié internado en la unidad o se documentd
colonizacién en al menos un sitio. Al igual que los cultivos de los pacientes El hisopo se introdujo
dentro del tubo con BHI suplementado con antibidtico y se transportd al laboratorio donde se
agito por 5 segundos (Vortex) y posteriormente se retiré el hisopo. El tubo se incubé por 10 dias a

37 C2y se revisé cada 24 h en busca de turbidez.
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Toma de muestra de las manos del personal de salud.

Los cultivos se tomaron mediante técnica de bolsa la cudl consistid en una bolsa de plastico estéril
gue contenia 20 mL de caldo de infusion cerebro-corazén (BHI) suplementado con vancomicina
5mg/dl y gentamicina 5mg/dl en la cual la persona introdujo y agité su mano dominante por un
periodo de 15 segundos. Este caldo fue posteriormente vertido en un tubo estéril e incubado por
10 dias a 37°C y revisado cada 24 h en busca de turbidez. Los cultivos se realizaron en varias

ocasiones y al azar incluyendo al personal de los 3 turnos.

Todas las muestras tomadas se procesaron en los siguientes 30 minutos. En caso de que el tubo se
observara turbio se inoculd una cantidad de 125 ul en placas de gelosa sabouraud dextrosa con
antimicrobiano (vancomicina 5mg/Dl y gentamicina 5mg/dL). Si no hubo turbidez, o sospecha de
crecimiento, se sembré a los 7 dias de incubacién, si no habia desarrollo en la placa de gelosa, el
tubo se descartd a los 10 dias. A todas las colonias que se observaron en las placas se les hizo
tinciéon de gram y las que correspondieron a levaduras, se les realizé prueba fisioldgica de
formacién de tubo germinativo. Las que fueron negativas, se identificaron mediante patrén de
utilizacion de carbohidratos ID 32C de BioMeriéux (Marcy I'Etoile, France). Todas las cepas se
conservaron en BHI y glicerol al 20% a -20°C para realizar posteriormente los ensayos de
susceptibilidad a antimicéticos. Se anotaron todos los datos demograficos al ingreso de los
pacientes asi como su evolucidén, procedimientos y resultados de los cultivos realizados en la hoja

de recolecciéon correspondiente para su analisis posterior.

Pruebas de sensibilidad a antifiingicos.

Se prepararon diluciones seriadas por duplicado de cada agente antifungico tal como se indica en
el documento M27-A2 del Instituto de Estdndares del Laboratorio Clinico por su siglas en inglés

(CLSI, antes NCCLS)™. Las diluciones finales se hicieron en un medio con 3 antibidticos (Difco,

14



Detroit, Ml) para la anfotericina B AMB y el medio RPMI 1640 con L-glutamina y con un buffer de
165 mM de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS; Hardy Diagnostics) para fluconazol (FLC),
itraconazol (ITC), voriconazol (VRC) y caspofungina (CAS) . Las concentraciones finales de los
antifingicos variaron desde 0,03 hasta 64 pg/ml de FLC y CAS . De 0,015 a 8 pg/ml para la AMB,
ITC y VCR. Los indculos de levaduras se prepararon espectrofotométricamente y se diluyeron

adicionalmente con el fin de obtener concentraciones que van desde 1,0 x10° a 5.0x10% UFC / ml.

Los tubos se incubaron a 35 ° C y se leyeron después de 24 h para CAS y después de 48 h para el
resto de los agentes antifingicos. La concentracién minima inhibitoria (MIC) para AMB se
considera a la concentracion probada de farmaco mas baja capaz de prevenir cualquier
crecimiento visible. El punto final de la MIC para los azoles se definid como la concentracién de
farmaco mas baja probada obteniéndose una reduccion del crecimiento del 80% en comparacién
con el crecimiento del control libre de farmaco . El punto final de MIC para el CAS se midié como
la concentracién mas baja de farmaco que produjo una disminucion significativa (50%) en el
crecimiento en comparacién con el control libre de farmaco *°. C. parapsilosis ATCC 22019 y C.
krusei ATCC 6258 fueron los organismos de control en todos los experimentos. Los puntos de corte
de MIC para FLC e ITC fueron las sugeridas por el documento M27-A2 del CLSI *°. Los aislamientos
con MIC de 8 pg/ml de FLC y de 0,125 pg/ml de ITC se consideraron susceptibles. Los aislamientos
con MIC de 16 a 32 pg/ml de FLC y de 0,25 a 0,5 pg/ml de ITC fueron consideradas como
susceptibles dependientes de la dosis. Una MIC de 64 pg/ml de FLC y de 1 ug/ml de ITC se
consideraron resistentes. Los aislamientos con una MIC de 1 pug/ml de AMB se clasificaron como
susceptibles y aquellos con de 2 ug/ml como resistentes >>*°. En el caso de VRC, se considerd una

susceptibilidad de una manera dependiente de la dosis a 2 pg/mly resistente en 4 ug/ml. 2%’
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Procedimiento de PFGE

Para realizar el procedimiento para obtener el cariotipo, de acuerdo al método descrito por Dib y
colaboradores ™ . En resumen, las cepas se sembraron en cajas con agar dextrosa sabouraud
incubandose a 372C durante 24 h. Se tomd una colonia y se inoculé en 10 ml de caldo dextrosa
sabouraud, incubandose 372C por 24h, de este crecimiento, 1 mL se colocd en un microtubo de
1.5mL estéril, y se centrifugé a 12000 r.p.m. durante 2 minutos. Se decantd el medio de cultivo,
dejando el paquete celular. Se agregaron 500 ul de buffer suspension celular (50 Mm de EDTA

sodico pH 8.0), para lavar, centrifugando nuevamente con las condiciones anteriores.

El botdn celular se resuspendié en 150 pl de buffer suspension celular y se agregaron 6 ul de
liticasa (2000U/mL). Se agregaron 150 ul de agarosa de bajo punto de fusion al 1.6% a 509C, y se

prepararon los bloques de agarosa en moldes (5 x 8 mm).

Cada bloque se depositd en un tubo de 1.5 ml con 500 ul de buffer lisis Il mas 20 ul de liticasa, vy
se incubd a 372C toda la noche. A la mafana siguiente, se elimind el buffer lisis y se agregé buffer
de proteinasa K 500 pl mas proteinasa K 20 ul. Se incubd en bafio maria con agitacidén constante a
502C toda la noche. Los bloques se lavaron en agitacidon durante 30 minutos con buffer de lavado
(TE1X) por seis veces; en este mismo buffer se almacend a 42C hasta realizar el corrimiento del
gel. La mitad del bloque se deposité en uno de los pozos de un gel de agarosa al 0.8%. El gel se
colocd en una camara de electroforesis de campos pulsados, con buffer TBE 0.5x (0.089 M Tris-
0.089 M borato 0.0025 M EDTA diluido en agua destilada). Se utilizé6 una temperatura constante
de 1429C, con pulsos 130 s a 140 V por 20 horas, y 14 horas 300 s a 150 V, y 22 horas con 300 s a
110 V (Sistema Gene Path, Bio-Rad). Al terminar el corrimiento, el gel se tifid con bromuro de
etidio y se visualizé en un transiluminador de luz UV. Se empleo como marcador de tamafio

molecular Sacharomyces cerevisiae.
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Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP).

Todo el ADN de las células como se describié anteriormente se digirié con Sfil y BssHIlI (Promega)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La condicion electroforética que dio la mejor
separacion era intervalos de pulso de 1 a 38 s a 185 V durante 17 h. Los geles se tifieron con
bromuro de etidio y fotografiados bajo iluminacidon UV. Las diferencias entre los aislados se
determinaron por comparacién visual de los patrones de ADN. Se consideran distintos de cariotipo
si los patrones difieren por una banda. Se consideran distintos de patrén digestién PFGE si los

patrones difieren en mas de tres bandas .

Interpretacidn.

Se consideraron de un mismo origen aquellas cepas de Candida spp que mostraron un cariotipo

idéntico (nimero de bandas y posicién) .

Andlisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva, con medidas de resumen para variables nominales.

Aspectos éticos

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacidn, este estudio se
clasifica como sin riesgo. El protocolo se autorizé por el Comité Local de Investigacién en Salud

con numero de registro R-2007-3603-36 y R-2010-3603-47 .
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RESULTADOS

Durante el periodo de estudio de julio de 2008 a febrero del 2009, se incluyeron 102 pacientes de
los cuales tres se eliminaron debido a que no fue posible tomar los cultivos a su ingreso, y uno
porque los padres no dieron su consentimiento para la toma de cultivos. Se conté en total con
resultados de 98 pacientes. La mediana de edad al ingreso fue de 9 dias (rango 0 a 63 dias), con
una estancia hospitalaria de 10 dias (rango 1-90 dias), la mediana del peso al nacimiento fue de

2250g, con una edad gestacional de 35 semanas (media 33.5) [Cuadro I].

Cuadro I. Caracteristicas generales de los pacientes

Total Pacientes Colonizados durante Pacientes no

pacientes colonizados estancia en UCIN colonizados
Numero (N) 98 39 15 59
Género M/F 54/44 23/16 10/5 31/28
Mediana de peso al 2250 1500 1830 2465
nacimiento eng (700-3970) (755-3920) (830-3920) (700-3970)
Mediana edad 35 32 33 35
gestacional (26-40) (25-40) (27-39) (26-40)
Mediana de dias de 10 20 - 9
estancia (0-90) (4-90) (0-31)
Mediana de edad al 9 (0-63) 7 (0-63) . 4.5
ingreso (0-60)
Tipo de Parto 58/40 25/14 5/10 38/29
Cesarea/vaginal
Defunciones+ 15/98 (15.3%) 8/39 (20.5%) 3/12(25%) 7/59(11.8%)

+No hubo defunciones relacionadas a infecciones fuingicas.

Se documento colonizacidn por especies de Candida en 39 (39.8%) de los 98 pacientes. Del total
de pacientes colonizados, 24 (61.5%) tuvieron cultivos positivos al ingreso, y en los 15 restantes
(42.8%), durante su internamiento. De estos, 5/15 se colonizaron durante la primera semana,

3/15 enlasegunda, 6/15 en la terceray 1/15 en la cuarta semana de internamiento [Cuadro I1].
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Cuadro Il. Colonizacién de pacientes con respecto al tiempo y sitio.

Ingreso Semana Semana Semana Semana

1 2 3 4
Cultivo 74 42 19 3 1
negativo
(n)
Cultivo 24 5 3 6 1
positivo
(n)
Sitio
colonizacién
Oral 4 0 0 0 0
Rectal 14 2 2 5 0
Cuello 6 1 0 0 0
Axilas 11 5 1 2 1
Ingles 8 1 0 1 0

El sitio de mayor recuperacion de levaduras en general fue el recto, seguido por axilas, ingles,
cuello y por ultimo mucosa oral. De los 24 pacientes colonizados a su ingreso el 50% tuvieron solo
un sitio anatdémico, 25% dos sitios y el 25% mas de dos sitios anatémicos. En los 15 pacientes que
se colonizaron durante su estancia en la UCIN se documentd en un solo sitio anatdmico en 73%,

6.7% dos sitios y 20% mas de dos sitios. Ninglin paciente desarrollo infeccién sistémica.

Candida parapsilosis fue la especie mas cominmente aislada correspondiendo a 25 pacientes
(64%), seguida por Candida albicans en 11 (28.2%), Candida lusitaniae 4 (10.2%) y otras en 2

(5.1%).

Colonizacion de dispositivos médicos.

Se tomaron un total de 738 cultivos de dispositivos médicos. En total se tomaron 182 de los
barandales de las cunas térmicas, 182 de cintas métricas, 182 de termdémetros, 182 de los

estetoscopios asignados a cada paciente, y 10 cultivos adicionales de estetoscopios de los
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residentes o médicos adscritos al servicio de la unidad (en diferentes ocasiones y al azar). De los
barandales 5 (3.9%) fueron positivos (4 con Candida parapsilosis, en dos casos, se recuperd la
misma especie de levadura en el paciente [1.5%] y 1 con Candida famata). De las cintas métricas 7
(5.4%) fueron positivas, 5 (3.9%) para Candida parapsilosis, 1 (0.78%) para Candida albicans y 1
(0.78%) para Candida famata. En 4 casos de colonizacién por Candida parapsilosis y uno de
Candida albicans la especie coincidid con la del paciente. Solo un estetoscopio resultd positivo
para Candida parapsilosis coincidiendo con la especie recuperada del paciente. No se documenté

colonizacion en los estetoscopios de los médicos, ni de los termémetros.

Colonizacion de las manos del personal.

Se tomaron 89 cultivos de las manos del personal los cuales fueron 23 de residentes, 54 de
enfermeras, 11 de médicos adscritos y 1 de personal técnico. Se encontré colonizacion por
Candida spp en 49 (55%) de las manos del personal de los cuales correspondieron a 10 (43%) de
los residentes, 34 (62%) de las enfermeras, 4 (36%) de los médicos adscritos y uno del personal
técnico. La especie mas frecuentemente aislada de las manos del personal fue Candida
parapsilosis en un 62.9%, seguida por Candida albicans en 11.1%, Candida tropicalis 7.4%, Candida
famata 7.4%, y Rhodotorula spp 3.7%, Candida guillermondii 3.7% y Candida lusitaniae 3.7%. 2
personas colonizadas por Candida albicans también se encontraban colonizadas por Candida no-

albicans.

Susceptibilidad

Se determind la susceptibilidad en 124 cepas, en su mayoria C. parapsilosis. Solamente se
encontrd resistencia a itraconazol en el 8% de las 73 cepas de C. parapsilosis y en el 26% de las
32 cepas de C.albicans, no hubo resistencia para el resto de antifingicos. Todas las cepas de otras

especies también fueron sensibles. [Cuadro Il1]
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Cuadro lll. Porcentaje de resistencia a antimicéticos en 124 cepas
de las diferentes especies de Candida.

Especie No. Fluconazol Itraconazol Anfotericina Voriconazol Caspofungina
B

C. parapsilosis 73 0 8 0 0 0

C. albicans 32 0 26 0 0 0

C.guilliermondii 6 0 0 0 0 0

Otras * 13 0 0 0 0 0

Total 124 0% 13% 0% 0% 0%

*= C.lusitaniae (5), C. famata (4), C. rugosa (2), C.tropicalis (1), C. sake (1).

ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)

Se analizaron 78 cepas en total de dos especies con mayor niumero de muestras. En el caso de C.

parapsilosis se analizaron 59 cepas , de las cuales veinticinco correspondian a manos del personal,

veintisiete a sitios de colonizacién de pacientes y ademas se incluyeron 7 cepas del ambiente

(cuatro de cinta métrica, dos de barandales y un termémetro). Para C. albicans se analizaron

doce de pacientes, seis de manos y una de cinta métrica. [Cuadro 1V]

Cuadro IV. Cepas a comparar de C. parapsilosis y C. albicans

CEPA MANOS PACIENTES AMBIENTE
C. parapsilosis 25 27 7
C. albicans 6 12 1
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Para las 19 cepas de C. albicans se encontré que hubo tres patrones diferentes. Once cepas
tuvieron cariotipo idéntico al que se denomind patréon A, hubo dos cepas con cariotipo también
idéntico (patrdn B) pero diferente del patron A, y en seis cepas el cariotipo fue diferente entre
ellas y distintas a A y B [Cuadro V, Figura 1]. En global el 58 % de las cepas de los pacientes eran
del patrén A, de los cuales cinco ya ingresaron colonizados, uno se colonizé en la primera
semana y tres se colonizaron en la tercera semana. Solamente una de las seis cepas de manos del
personal tuvo patron A. El patron B correspondié a dos cepas de manos. Mientras las del patron
distinto tres correspondian a manos del personal y 3 a sitios de colonizacidon de pacientes, las

cuales se distribuyeron 2 al ingreso del paciente y uno a la primera semana.

Cuadro V. Cariotipo de las cepas de C.albicans de acuerdo al origen de la muestra.

Patrén Total Manos Pacientes Ambiente
A 11(58%) 1(9%) 9(82%) 1(9%)
B 2(10%) 2(100%) - e
Distinto 6 (32%) 3(50%) 3(50%) -

Figura 1. Cariotipo de cepas de C. albicans mediante PFGE
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Cariotipo electroforético de Candida albicans obtenidas
de pacientes que se muestran en el carril 1 a 3 y que
corresponden al patréon A . Mientras que en el carril4y 5
corresponde al cariotipo denominado patrén B, cepas de
manos. Y en el carril M, se encuentra Sacharomyces
cerevisiae como marcador de tamafio molecular
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Con respecto a Candida parapsilosis se encontré que en 48 casos fue idéntico de acuerdo al patrén
de bandas denominado patrén A, en 11 casos se encontré un cariotipo distinto. El 81% tuvo un
patrdon idéntico [Cuadro VII, Figura 2 y 3]. Las siete cepas aisladas de los dispositivos médicos
fueron patrén A. De las manos del personal el 44% tuvo también cariotipo A. De los pacientes con

una cepa con cariotipo idéntico, diez ya ingresaron colonizados, seis en la primera semana,

cuatro en la segunda semana y uno se colonizaron en la tercera semana.

Cuadro VIl .

Cariotipo de las cepas de C.parapsilosis de acuerdo al origen de la muestra.

Patron Total Manos Pacientes Ambiente
A 48(81%) 20 (44%) 21(43%) 7(13%)
Distinto 11(19%) 5(45%) 6(55%) -

Figura 2. Cariotipo de cepas de C. parapsilosis mediante PFGE .
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Cariotipo electroforético de Candida parapsilosis obtenidas de
pacientes que se muestran en el carrii 1 a 10 vy que
corresponden al patron A cepas, exceptuando el carril 4 que
corresponde a un patron distinto. Mientras que en el carril 11 al
13 son cepas obtenidas de cintas métricas y que corresponden al
patron cariotipico A y que son identicas entre ellas. Y en el
carril M, se encuentra Sacharomyces cerevisiae como marcador
de tamaiio molecular
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Figura 3. Cariotipo de cepas de C. parapsilosis mediante PFGE
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Cariotipo electroforético de Candida parapsilosis obtenidas de
manos. Se muestra en el carril 1,2,6 y 9 un patron caritotipico
distinto entre si y con el resto de los carriles que son idénticos y
que corresponden a un patrén cari tipico A. Y en el carril M, se
encuentra Sacharomyces cerevisiae como marcador de tamafio
molecular

Analisis con enzimas de restriccion.

Para las 19 cepas de C. albicans se eliminaron las 6 cepas con patrén distinto y se analizaron el
patron A y B encontrandose que hubo dos patrones diferentes (I y II). De las once cepas del
patrén A, nueve eran del patrén | y las restantes fueron del patrén Il. Mientras que del patrén

electroforético B, ambas tuvieron un patrén de restriccion idéntico [Cuadro VI, Figura4].

Cuadro VI . Restriccidn de las cepas de C.albicans de acuerdo al origen de la muestra.

Patron Total Manos Pacientes Ambiente
I 11 3 8 --
1} 2 -- 1 1
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Figura 4 . Restriccidn de C. albicans empleando enzimas
de restriccion Sfil y BssHII
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Cariotipo de C. albicans empleando enzimas de restriccion Sfil y BssHII. Los
patrones de RFLP provienen de cultivos de pacientes y manos y que
corresponden al patron | . El patrén distinto se localiza en el carril 1. Se
empleo Lambda Ladders como marcador de tamafio molecular.

Con respecto a Candida parapsilosis se eliminaron las del patron distinto y se encontrd tres

patrones de restriccién denominado 1,11,11l, Solo 4 de las cepas con patrén A tuvieron patrones de

restriccion distinto [Cuadro VIII , Figura 5 ].

Cuadro VIII.

Restriccion de las cepas de C.parapsilosis de acuerdo al origen de la muestra.

Patron Total Manos Pacientes Ambiente
| 45 20 19 6
] 2 - 2 -
[} 1 -- - 1
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Figura 5 . Restriccion de C. parapsilosis empleando enzimas
de restriccion Sfil y BssHII
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Cariotipo de C. parapsilosis empleando enzimas de restriccion Sfil y BssHII.
Los patrones de RFLP provienen de cultivos de pacientes y que
corresponden al patréon B los carriles 1-4 . Mientras que los carriles 5-14
corresponden al patron A. Se empleo Lambda Ladders como marcador de
tamaiio molecular.
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DISCUSION

La candidiasis diseminada es una causa importante de morbimortalidad en los recién nacidos, la
colonizacién es un factor inicial plenamente reconocido en el desarrollo de la enfermedad. Esta
colonizacion puede ser vertical (a través del canal del parto) u horizontal (por medio de los objetos

101128 £y este estudio

utilizados en la atencion del paciente y las manos del personal de salud)
encontramos que un 24.5% de los pacientes ya estaban colonizados al momento de su ingreso. En
mayor proporcién son los que se refieren de otras unidades y que contribuyen con el 55% de los
colonizados. En lo que respecto a los pacientes que se colonizaron en la UCIN del hospital, durante
las primeras semanas se van agregando un numero similar (5, 3 y 6 respectivamente), pero el
numero de estos pacientes que permanecen hospitalizados es sustancialmente menor. Para el
final de la cuarta semana se suma un paciente mas, que nos da el total de los 15 que se
colonizaron durante su estancia. Asi el total de pacientes que permanecen hospitalizados mas de
un mes (cinco a seis semanas) se podria considerar que siguen colonizados, sin embargo, ya que el
paciente no vuelve a cultivarse una vez demostrada la colonizacion, esta aseveracion es un
supuesto. Llama la atencién que los pacientes que estuvieron colonizados, tanto a su ingreso, o
posteriormente, tienen peso menor y menor edad gestacional. No se realiz6 una comparacion
estadistica para estas variables ya que el estudio no fue disefiado para establecer o corroborar los
factores de riesgo ya descritos ampliamente en la literatura. *** El sitio mas colonizado fue el
recto y solo 41% de los pacientes estaban colonizados en mds de un sitio anatémico. Esto
contrasta con los estudios realizados en otros paises en donde la colonizacién es mds rapida (90%
a las tres semanas) y el nimero de sitios anatémicos colonizados es mayor (76% de colonizados en

, oy , . -12
mas de un sitio anatémico)’***°.
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En nuestra unidad la frecuencia de infeccidén fungica invasiva ha disminuido importantemente en
la dltima década lo que suponemos esta en relacion con medidas mas estrictas en el control de
antimicrobianos de amplio espectro, a la vigilancia activa en el lavado de manos y a la menor

densidad de colonizacion observada en nuestro estudio.

Historicamente las especies de Candida predominante corresponden a Candida albicans y, en el

caso de los estudios en los que predominan las especies de no-albicans, a Candida tropicalis”*°e

n
el presente estudio encontramos principalmente especies que correspondieron a Candida no
albicans (79%) y de éstas el 64% correspondié a Candida parapsilosis. Solo el 28% de las
colonizaciones correspondieron a Candida albicans y su mayor frecuencia de colonizacién ocurrid
en la primera semana de internamiento. La frecuencia de especies de Candida diferentes a
albicans varia considerablemente entre los distintos paises y el periodo de tiempo. Actualmente
Candida glabrata es la segunda especie aislada en América del norte, mientras que Candida
parapsilosis lo es en Europa y algunos paises de América latina y en otros (Argentina) corresponde
a Candida tropicalis.******** No se habia documentado previamente la distribucién de las especies
gue colonizan a los recién nacidos en la UCIN de nuestro hospital, es posible que el predominio de
Candida parapsilosis haya ocurrido desde afios atrds, cuando se establecid la transicidn
epidemioldgica en infecciones flngicas invasivas donde el predominio fueron especies no-
albicans. Para la recuperacion de levaduras en las manos del personal de salud se han utilizado
distintos métodos (desde la aplicacién directa de un dedo sobre una placa de agar, el frote de las
manos con hisopos humedos hasta la inmersién de la mano en caldo de cultivo suplementada con

34-37

antimicrobianos) con resultados que varian desde un 0% a un 75% de recuperacion

microbioldgica lo que dificulta la comparacion de los mismos.
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Strausbaugh y cols. analizaron los diversos métodos descritos y encontraron que la bolsa con caldo
de cultivo suplementada con antibiéticos tuvo el mayor porcentaje de recuperacion de levaduras
(80%) comparada con bolsas con caldo sin antibidticos (62%) y aplicacidn directa sobre placa de
agar (29%) * Esta fue la razén por lo que elegimos esta técnica para la realizacién de nuestro
estudio. Destacamos el alto porcentaje de colonizacién encontrada en las manos del personal y el
predominio de Candida parapsilosis en los aislamientos (62.9%), comportamiento que ha sido
descrito en otros paises donde se han llevado a cabo estudios de colonizacidon con una técnica
similar y que se considera factor fundamental en la transmisiéon horizontal y susceptible de
modificarse con medidas estrictas y concientizacion en la importancia del lavado de manos antes y

337 |a transmisién horizontal de levaduras mediante las

después del contacto con los pacientes
manos de voluntarios se ha estimado hasta en un 69% en estudios experimentales. La
recuperacion de levaduras de objetos inanimados como cunas térmicas, estetoscopios,
termémetros y cintas métricas, a pesar de ser un evento poco frecuente, no disminuye la
posibilidad de que estos objetos sean parte de la cadena necesaria para mantener una transmision
horizontal eficiente,'! ya que también se demostré en modelos experimentales que las levaduras
son capaces de permanecer viables en objetos inanimados e inorganicos hasta por cuatro meses si
no se realizan medidas de higiene adecuadas, y que la transmisidon de levaduras de un objeto

3349 En la UCIN la limpieza de estos

inanimado a las manos y viceversa es hasta de 90%
dispositivos médicos se realiza diariamente y la recuperacién microbiolégica puede estar en
relacion al tipo de material de los dispositivos ya que los que son principalmente de vidrio y
materiales no porosos (estetoscopios, termdmetros) tuvieron menor colonizaciéon en nuestro

estudio comparados con aquellos compuestos de material poroso y con dificultad para la limpieza

adecuada (en el caso de las cintas métricas).
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No se ha podido establecer con precisidon el predominio de C. parapsilosis como colonizante, sin
embargo, su importancia como patdgeno es que esta especie en particular es capaz de crecer en
altas concentraciones de glucosa y formar biopeliculas en materiales sintéticos como acrilicos. La
mayor capacidad de formacion de biopeliculas de C parapsilosis comparada con otras especies
como C albicans se asocia a la capacidad de colonizar catéteres intravasculares (los cuales actian
como reservorios) en pacientes que se encuentran con soluciones con altas concentraciones de

|41—43

glucosa como nutricién parentera Esto nos pone en alerta, ya que en cualquier momento

puede pasar de los sitios colonizadores a causar enfermedad.

Se ha referido por algunos autores, como Bliss J. y Alcard D, que el origen de C. albicans ocurre
por transmisién vertical, al demostrar que la misma cepa se encuentra en la mucosa vaginal y
diferentes sitios de colonizacién en el recién nacido. Posteriormente la colonizaciéon se va

4% Para

modificando al incrementar los dias de estancia en las unidades de cuidado intensivo
este estudio, se seleccionaron los aislamientos de los pacientes de diversos sitios anatémicos de
colonizacién (piel, orofaringe y tubo digestivo), se tomd solo una cepa. Huangy cols.”> demostré
previamente que un paciente que se coloniza en varios sitios anatdmicos tiene un genotipo
idéntico, por lo que una sola cepa es la que se encuentra en un solo momento en el paciente. Esto
se explica por la competencia que se establece con otras levaduras y bacterias que conforman la
microbiota del individuo. La incidencia de enfermedad invasiva por Candida es baja en la UCIN del
Hospital del Pediatria, a pesar de la elevada colonizacidn, posiblemente se deba al control que se
tiene en el uso de antimicrobianos de amplio espectro. La importancia de la adquisicion de una

especie no-albicans repercute en el tratamiento de los pacientes, ya que en general, la

susceptibilidad de C. albicans a los antimicdticos es mayor™.
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Se ha demostrado que la transmisidon cruzada influye en la diseminacién de las especies de

Candida no-albicans **®

y en la actualidad los métodos de biologia molecular permiten
discriminar el origen de las cepas. Debido al ingreso de pacientes que no tienen relacion

epidemioldgica (procedencia de un hospital diferente) se empleo una enzima de restriccidn para

descartarla; se observo la alta relacién entre las cepas, lo que confirma la trasmisién cruzada.

Considerando que la colonizaciéon es la antesala para la infeccién invasora por hongos, lo
reportado en nuestro estudio hace un llamado a concientizar al personal sobre las medidas de
precaucién estandar en las unidades de cuidados intensivos asi como continuar con las campafias

para mejorar el apego a la higiene de manos y disminuir asi la transmisién.

Este estudio tiene la limitante de haberse realizado en un hospital de tercer nivel sin unidad de
obstetricia por lo que los pacientes ingresados son referidos de diversas unidades, esto dificulta el
conocimiento en los patrones de colonizacién desde el nacimiento y la situacién epidemioldgica de
cada una de las unidades que refieren a los pacientes afectando directamente los resultados de los

cultivos iniciales.
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CONCLUSIONES.

. Mas de la tercera parte de los pacientes de la Unidad de cuidados intensivos neonatales se
encuentra colonizada o se coloniza durante su permanencia en la unidad.

. El sitio de mayor colonizacién es el recto. La cepa predominante correspondié a Candida
parapsilosis.

. Hay una alta frecuencia de colonizacidén en las manos del personal de salud (55%) con un
claro predominio de Candida parapsilosis.La colonizacidn en objetos inanimados es baja.

. Se encontrd una clona que predomina de Candida parapsilosis en las manos del personal
de salud, dispositivos y pacientes en un 82%."

. Para Candida albicans no hubo una clona predominante, sin embargo la mayoria de los
pacientes con esta especie ya estaban colonizados al ingreso y proceden de otros hospitales.
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