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V. RESUMEN

La insercidon de un acceso venoso puede implicar complicaciones tanto mecdnicas
como infecciosas, las mds frecuentes son infecciosas y a menudo inadvertidas. El
diagndstico microbioldgico de estos dispositivos se realiza principalmente por la técnica
de Maki. Por dicha técnica el aislamiento de microorganismos es de la superficie
extraluminal, permitiendo realizar un diagndstico la mayoria de las veces certero, sin
embargo, aproximadamente el 15% de infecciones son de origen endoluminal, por lo que
estas no serian detectadas. El objetivo de éste estudio es determinar la frecuencia de
hongos aislados de puntas de catéter mediante la Técnica de Maki y una Técnica
intraluminal, asi mismo estudiar la sensibilidad de los aislados fungicos frente a diferentes
antimicoticos. Se recolectaron 100 puntas de catéter que fueron procesadas por las
técnicas mencionadas. Se obtuvieron cinco aislados levaduriformes y 38 bacterianos. El
porcentaje de levaduras aisladas fue de 5.0%, las cuales correspondieron al género
Candida, 4 aislados fueron identificados como C. parapsilosis y uno como C. albicans.
Contrario a lo reportado internacionalmente C. albicans presentd sensibilidad frentes a los
farmacos probados y C. parapsilosis presentd resistencia sélo a 3 de los 6 antifungicos
ensayados. Con base en los resultados de éste protocolo consideramos que la opcidn
adecuada para el diagndstico de colonizacién por levaduras en puntas de catéter debido a

su sencillez, eficacia y poco consumo de insumos es la técnica de Maki.
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1. INTRODUCCION

Los dispositivos de acceso venoso son ubicuos en el sistema de salud moderno, su
uso ha sido de gran utilidad clinica pues permiten el acceso al compartimiento vascular
para la administracidon rdpida y segura de liquidos endovenosos, farmacos, productos
sanguineos, entre otros. Varian en disefio, material de fabricacién y tamafo para su
introduccion en diferentes zonas del cuerpo dependiendo del tiempo de permanencia y el

motivo por el cual se instalan (1), (2).

1.1. Antecedentes historicos

El término catéter deriva de la palabra griega que significa dejar caer, descender o
hacer bajar. Los romanos usaron la palabra “desmissum” que significa “que es
introducido”. Celso designd el instrumento como una “fistula” y mas tarde fue llamado
“syringa”. De igual modo en la antigliedad se denominaba “tienta” a todo instrumento
delgado y liso para explorar las cavidades o conductos naturales y reconocer la

profundidad de las heridas (3).

En China fueron utilizadas hojas largas y curvas del cebollin, las cuales
debidamente preparadas eran convertidas en excelentes catéteres. Los sumerios

probablemente utilizaron el oro para elaborar catéteres por ser blando y maleable (3).

En el periodo medieval el catéter de plata se convirtié en el mas utilizado por los
médicos, se eligio ese metal debido a su maleabilidad, ademas se creia poseedor de
alguna capacidad antiséptica. Favricio de Acquapendente (S. XVI) describid catéteres
fabricados con materiales diversos como: cobre, bronce y cuernos, mismos que contaban
con orificios laterales y una terminacién roma. Menciond también, la construccién de un

catéter flexible hecho con tela, impregnado de cera y modelado sobre una sonda de plata

(3), (4), (5).
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La introduccién de los catéteres o sondas hechas con caucho o goma eldstica
representd un importante avance. En Paris en 1768 un orfebre de plata llamado Bernard,
tuvo la idea de recubrir una sonda trenzada de plata en su superficie con goma. A pesar de
ello, los primeros dispositivos eran de pobre calidad por lo que con la temperatura
corporal se volvian débiles y friables, ademas al contacto con el aire se fragilizaban. Hasta
1839, la goma pudo ser moldeada y formada cuando Charles Goodyear y Thomas
Hanckock inventaron la vulcanizacion. El catéter de goma fue subsecuentemente
perfeccionado y patentado para su comercializacion por James Archibaid Jaques en

Inglaterra. En 1883 en Filadelfia, Petrie comenzd la fabricacidn de catéteres. (3), (4).

En 1956, Fletcher trabajo con hule siliconizado y en 1962, Stewart y Sanislaw
comprobaron que los catéteres de este material podian conseguir una adecuada
recepciéon en los tejidos del cuerpo humano (5), (6). Werner Fossman en su momento
predijo las posibles aplicaciones y complicaciones de la cateterizaciéon. En 1977 Burrl y
Anfeld compilaron la frecuencia de complicaciones registradas por cateterizacién,
observando que el uso de estos artefactos habia ocasionado de alguna manera la muerte
de los pacientes por trombosis, formacién de émbolos, flebitis y sepsis, éste fendmeno
ocurria con cualquiera de los materiales que en ese entonces incluian hule, teflén,

polietileno, poliuretano y nailon (7).

Figura 1. Catéter venoso central
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1.2. Clasificacion de catéteres

Los dispositivos intravasculares se clasifican dependiendo del lugar de insercién del
catéter, el tiempo de permanencia y el material de fabricacién del instrumento (Figura 2),

acorde con las necesidades del paciente (2).

Clasificacion de los catéteres vasculares centrales I
Transiforios Permanentes
o corta duracion o larga duracion

] Venosos centrales Tunelizado

| Periférico/Central (CCPI)¥ Con Bolsillo

— Aurteria Pulmonar

—l Hemodialisis I

Figura 2. Clasificacion de los catéteres vasculares centrales segun el tiempo de permanencia (2).

A continuacidon se menciona la clasificacion de los catéteres:

A. Localizacion del catéter vascular.

-Via venosa central. Indicada para la administracién de soluciones concentradas,
nutricién parenteral total, también cuando se necesita un acceso vascular urgente
para fluido terapia o administracién de farmacos ante la incapacidad para obtener

una via periférica, asi como para la medicidn de la presidon venosa central.

-Via venosa periférica. Acceso vascular para fluido terapia o administracion de

farmacos principalmente en pacientes recién nacidos (8) (Cuadro 1).
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B. Tiempo de permanencia.

-Temporal, transitorio o de corta duracidn. Dentro de este tipo de dispositivos se
encuentran los catéteres venosos centrales (CVC), catéter central de insercidn
periférica (PICC), catéter arterial pulmonar y catéter de hemodialisis. El
cateterismo es percutaneo de la vena subclavia, yugular interna o externa para un

uso inferior a 30 dias.

-Permanente o de larga duracién. El catéter tunelizado es el dispositivo mas
utilizado, cuando el tratamiento del paciente es mayor a 30 dias y son colocados

quirargicamente (9).

C. Material de fabricacion.

-El material ideal deberia ser no trombogénico, tener una relativa rigidez a
temperatura ambiente para facilitar su insercidn, pero ser flexible a temperatura
corporal para minimizar el trauma mecdnico intravascular, existe una gran
variedad de materiales que ofrecen una o varias de las caracteristicas deseables,
los mas comunes son: cloruro de polivinilo (PVC), polietileno, hidromeros de

poliuretano y silicona (9), (10).




_FRECUENCIA DEL AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE PUNTAS DE
CATETER UTILIZANDO LA TECNICA DE MAKI'Y UNA TECNICA INTRALUMINAL

Cuadro 1. Tipos de catéteres intravasculares mas utilizados en clinica (11).

Tipo de catéter

Comentarios

Catéter venoso periférico

Catéter arterial periférico

CVC no tunelizado

CVC tunelizado

Se usa en venas del brazo. Es el catéter mds utilizado.
Produce escasas complicaciones infecciosas.

Se usa para evaluar el estado hemodindmico durante
periodos cortos. Riesgo de infeccion similar al CVC.

Es el CVC mds empleado. Produce el 90% de las
complicaciones infecciosas asociadas a catéteres.

CVC implantado quirdrgicamente, tiene un trayecto
subcutdneo con un manguito de dacrén en el punto de salida
cutanea que impide la entrada de microorganismos del
exterior. Se usa para quimioterapia prolongada, terapia
ambulatoria o hemodidlisis.

1.3. Complicaciones del uso de dispositivos intravasculares

La insercion de accesos venosos centrales implica un riesgo reconocido de

complicaciones mecdnicas o técnicas, e infecciosas locales o sistémicas. Multiples factores

influyen en la incidencia de éstas, entre la principales tenemos: la experiencia del personal

médico, la indicacidn para la insercién de un CVC, la técnica y via de insercidn, la ubicacién

y el tiempo de permanencia del CVC (12), (13).
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1.3.1. Complicaciones mecanicas

Se consideran complicaciones mecdnicas o técnicas aquellas ocurridas habitualmente
en el momento de la insercion del dispositivo, sea por factores dependientes del paciente

o de la capacitacién del personal e inclusive por el tipo de catéter a instalar (14).

Cuadro 2. Factores que influyen en las complicaciones mecanicas por el uso de catéteres

(14).

Experiencia

Uso del ultrasonido
Uso de radioscopia
Cardiopatias
Coagulopatias
Ubicacién

Punciones previas
Estado de conciencia
Ventilacion mecanica
Tipo

Tamafio

Factores del
operador

Factores del paciente

Factores del catéter

La incidencia global de las complicaciones mecanicas varia del 5% al 19%, siendo las
mas frecuentes la puncién arterial, el hematoma local, la trombosis y el neumotdrax. En el
suadro 3 se enlistan las complicaciones que revisten mayor gravedad en relacion a los

accesos venosos (15).
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Cuadro 3. Complicaciones mecanicas asociadas a la instalacién de dispositivos

intravasculares (14), (15), (16).

Complicacion

Descripcion

Neumotorax

Embolia aérea

Mal posicion del catéter

Puncion arterial

Perforacion de venas
grandes

Arritmias cardiacas

Trombosis venosa

Oclusion del catéter

Causada por la puncién accidental de la membrana pleural.
Su frecuencia varia entre el 0%-15%.

Producida por la aspiracion del aire a través de la via central.
Su frecuencia es de 0.3%.

Localizacion de la punta en una vena de pequefio calibre,
cavidades cardiacas o una trayectoria perpendicular al eje
longitudinal de la vena. La incidencia es del 5%-9%.

Las consecuencias de lesiones arteriales van desde
hematomas hasta accidentes cerebro-vasculares, trombosis,
tamponamiento cardiaco y fistula arterio-venosa.

Producidas por guias, dilatadores o introductores, teniendo
como resultado lesiones vasculares intra-toracicas o
perforaciones. La incidencia es de 0.25%- 0.4%.

Producidas por la estimulacién cardiaca durante el paso de la
guia. Son frecuentes y en general transitorias.

El riesgo depende del paciente, del lugar de insercidén, del
catéter, de la duracion y de la dificultad en la canalizacion.
Su incidencia oscila entre el 33%-67%.

En su génesis puede ser por obstruccion mecanica,
precipitacion de medicamentos o trombosis. La oclusion del
lumen del CVC ocurre de 14%-36% en uso crénico y
alrededor de 10% en el uso de catéteres transitorios.
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1.3.2. Complicaciones infecciosas

Las complicaciones infecciosas por el uso de lineas vasculares son frecuentes y al inicio
pasan inadvertidas. Pueden manifestarse de manera localizada o diseminada, las primeras
comprenden la infeccién en el punto de entrada (flebitis) y las relacionadas con el
procedimiento de insercidon. Entre las segundas, se encuentran las BRCs con o sin
produccién de complicaciones a distancia como endocarditis, abscesos pulmonares,

cerebrales, etc. (17), (18).

Las complicaciones infecciosas pueden producirse a través de diversos mecanismos: (i)
contaminacién del catéter en el punto de insercién como consecuencia de la pérdida de la
integridad de la barrera cutdnea o de las técnicas de asepsia inadecuadas, (ii) migracion de
microorganismos de la piel hacia la superficie extraluminal del dispositivo, (iii)
contaminacién endoluminal del catéter producida por la manipulacién de las manos
contaminadas del personal, (iv) infusiones contaminadas y (v) diseminacion hematégena

desde otros sitios de infeccion (18), (19).

En México, la Direccidn General de Epidemiologia, a través de la RHODVE informa una
incidencia de BRC de 7.9 y 6.5/ 1 000 dias-catéter en 2007 y 2008 respectivamente. La
incidencia esta en relacién a la eficacia de los programas de control de infecciones
nosocomiales. El INCAN reporta una incidencia menor a 2 episodios/ 1 000 dias-catéter y
el INCMNSZ 1 episodio/ 1 000 dias-catéter, manteniendo esa prevalencia por mas de 10
afos. En la UMAE del IMSS la BCR tiene una incidencia varia de 3.5 en 2007 a 2.9/ 1 000
dias-catéter en 2011 (22).

Para prevenir las BRCs es importante comprender el proceso por el cual se generan, su
precursor comunmente es la colonizacién del catéter, ya que a menudo los microbios
encontrados sobre la superficie extraluminal o intraluminal de los dispositivos médicos

son la principal causa y la fuente (23).
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1.3.2.1. Colonizacion del catéter

Colonizacion es el establecimiento y multiplicacién de microorganismos en los tejidos

de un hospedero en cantidades suficientes que permitan mantener cierto numero

poblacional sin que su presencia estimule la respuesta inmunoldgica del mismo (24). La

colonizacién puede ser de tipo unifocal o multifocal. En la primera, los microorganismos

son aislados de un drea especifica, mientras que en la segunda, el aislamiento es

simultaneo en areas no contiguas del hospedero. La colonizacién multifocal precede al

proceso infeccioso ocasionado por un microorganismo derivado del uso de catéteres (25).

Cuadro 4. Definiciones usadas de infecciones relacionadas a catéteres (20), (21).

Infeccion

Descripcion

Colonizacion del catéter

Aislamiento significativo en la punta del catéter (cultivo
cuantitativo o semicuantitativo).

Bacteremia relacionada al catéter
(BRC)

Bacteremia o fungemia vinculada con el catéter
(diagndstico con retiro de la linea venosa): aislamiento
del mismo microorganismo en hemocultivo y en cultivo
semicuantitativo de la punta del catéter, en un paciente
con cuadro clinico de sepsis, y sin otro foco aparente de
infeccién.

Bacteremia o fungemia asociada a catéter (diagndstico
sin retiro de la linea venosa): episodio de sepsis sin otro
foco aparente en el que se aisla en hemocultivos
simultaneos el mismo microorganismo, con un tiempo
diferencial de positividad de al menos dos horas.

Bacteremia o fungemia quizd relacionada con el catéter:
en ausencia de cultivo de catéter, episodio de
bacteremia cuyos sintomas desaparecen a las 48 horas
del retiro de la linea venosa y sin que exista otro foco
aparente de infeccion.
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Existen dos mecanismos los cuales son las vias mas comunes, identificadas en el
desarrollo de las IRCs. (i) La colonizacion de la superficie externa puede comenzar con la
colonizaciéon del sitio de inserciébn por microorganismos que pueden moverse

progresivamente a través de la parte transcutanea del tunel dérmico que rodea el catéter.

La colonizacion de la piel es un fuerte predictor de las IRCs, (ii) la colonizacién de la
superficie interna se puede producir por la contaminacién de la conexion y la superficie
intraluminal del catéter durante su manipulacién, ademas la manipulacién frecuente de la
conexidén, actualmente es vista como una fuente importante de colonizacién (26). En la

figura 3 se muestran las vias de colonizacién en las IRCs.

— — )

Figura 3. Fisiopatologia de las IRCs. Vias de colonizacidon implicadas en las IRCs. Las vias de
colonizacion de la superficie (A) externa y (B) interna del catéter involucran la colonizacion del
sitio de insercion y la conexion, respectivamente. Las vias adicionales incluyen la contaminacion
microbiana del liquido de infusion (llamada "contaminacion intrinseca") y la iniciacion hematdgena
(26).

En términos de diagndstico microbioldgico la colonizacidn de un catéter se define en
funcién del crecimiento del microorganismo y depende de la metodologia empleada. La
técnica de eleccién en diversos laboratorios clinicos es el rodamiento en placa del extremo
distal del catéter, propuesta por Maki y Cols. (1977), en la cual, la colonizacién del catéter
se define como el crecimiento de mas de 15 UFC del microorganismo (27). Otras técnicas

menos utilizadas, propuestas por Cleri y Cols. (1980): método de barrido (28), Brun-
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Buisson y Cols. (1987): método de barrido simplificado (29), y Sherertz y Cols. (1990):

sonicacién (30), consideran como colonizacién el desarrollo microbiano > 1 000 UFC (2).

La colonizacion significativa de la superficie externa del catéter se documenta de 20-
30% en los dispositivos colocados por puncion percutdnea. Los patégenos implicados en
las IRCs son estafilococos coagulasa negativos, la mayor parte de los casos producidos por
Staphyloccocus epidermidis (30-60%), seguido de Staphylococcus aureus (15-20%),
enterococos y estreptococos (10%), y algunos bacilos Gram negativos como: Enterobacter
spp., Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii representan de 20-30% en
conjunto y finalmente, especies de Candida (particularmente Candida albicans, Candida

parapsilosis y Candida glabrata)con una frecuencia de 5-20% (31).

La tasa de infecciones relacionadas a catéter venoso central en las unidades de
cuidados intensivos de EUA varia entre 1.8 y 5.2 por 1 000 dias catéter (38). Una
investigacion de la frecuencia de infecciones del torrente sanguineo ocasionadas por
Candida realizado en Barcelona, revelé una incidencia global de 0.53 casos por cada 1 000
egresos hospitalarios, donde el 89% de los pacientes tenia un CVC instalado al momento
del diagnéstico (39). En México, un estudio realizado en UTIs para adultos reportd una

tasa de infeccién de 23.1 casos por 1000 dias catéter (40).

1.3.2.2. Colonizacion del catéter por levaduras y formacion de biopeliculas

La mayoria de las infecciones flngicas nosocomiales son causadas por levaduras del
género Candida spp. Las lineas intravasculares pueden ser colonizadas por éstas, gracias a
la capacidad de adherencia del microorganismo sobre la superficie con el subsecuente

desarrollo de una biopelicula (32), (33), (34).

El uso cada vez mayor de dispositivos biomédicos invasivos, especialmente de los

catéteres intravasculares, ha incrementado el niumero de fungemias, asi como el de

11
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candidosis diseminadas. La deteccion de Candida en sitios diferentes a la sangre
constituye un desafio, ya que puede ser considerado como una colonizacién, una infeccién

local o una infeccidn invasiva (35), (36).

Si bien hay descritas entre 150 y 200 especies distintas de Candida, el 95-97% de las
EFl en el hombre producidas por levaduras de este género son causadas por 5 especies:
Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei (35). La candidemia
constituye la tercera causa de infeccidn del torrente sanguineo en la infeccion nosocomial

y la cuarta de todas las infecciones fungicas (37).

1.4. Métodos de diagndstico microbiologico para determinar la colonizacion

del catéter

El diagndstico de la colonizacién del catéter se determina mediante técnicas
microbioldgicas, cuya clasificacién es independiente del tipo de catéter central. Los
métodos de diagndstico pueden ser no conservadores, es decir, requieren la remocion del
catéter o conservadores que no requieren la remocién del catéter (2). Para los fines de

este trabajo, solo se expondran los métodos no conservadores.

A. Cultivo semicuantitativo de la punta del catéter.

= Meétodo propuesto por Maki y Cols. en 1977 (27). Consiste en rodar un segmento (<5
centimetros) del extremo distal del catéter en la superficie de una placa con agar
sangre de tres a cuatro veces hacia adelante y atras. El criterio de colonizacién

significativa se evalla con la presencia de >15 UFC por placa.

12
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El inconveniente que presenta de esta técnica, es Unicamente la recuperacion de

microorganismos de la superficie externa del catéter, pero dada su rapidez, poca

laboriosidad y economia, es considerado como método de referencia para el

diagndstico de infecciones relacionadas a accesos venosos.

B. Cultivo cuantitativo de la punta del catéter.

Método de flush, barrido o irrigacion, descrito por Cleri y Cols. en 1980 (28).
Consiste en realizar un lavado del lumen del catéter con 2 mL de caldo nutritivo,
del cual se hacen diluciones seriadas con la posterior siembra en placas de agar
sangre. El cultivo es positivo si el desarrollo microbiano es 21 000 UFC/mL. Aunque
esta técnica implica un procedimiento sencillo, sélo recupera los microorganismos

intraluminales.

Método de flush simplificado, la modificacién de la metodologia fue realizada por
Brun-Buisson y Cols. en 1987 (29). El catéter se introduce en 1 mL de agua
destilada estéril, se agita con el vortex durante un minuto y se siembra 0.1 mL en
una placa con agar sangre. Los resultados se interpretan de la misma manera que
en la técnica anterior. A diferencia del método previo, este recupera los

microorganismos de la superficie intraluminal y extraluminal del dispositivo.

Sonicacién, método planteado por Sherertz y Cols. en 1990 (30). La punta de
catéter es sumergida en 10 mL de caldo tripticasa de soya, es sometido a
sonicacion por un minuto y se realizan dos diluciones, 1: 10 y 1: 100, a partir de las
cuales 100 pL seran sembrados en una placa con agar sangre. El recuento >10° UFC

es considerado como colonizacion.

13
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C. Tincion del catéter.

Tincién de Gram del extremo distal, descrito por Cooper y Cols. (41) Un segmento
del catéter se somete a la tincion de Gram para su observacién al microscopio. Se
visualizan los microorganismos de la superficie externa, el resultado es

considerado positivo si se observa un microorganismo cada 20 campos.

Tincién con anaranjado de acridina del extremo distal, propuesta por Zufferey y
Cols. en 1988 (42). Método similar al anterior, por ser una tincién fluorescente
disminuye el tiempo de observacidn, se considera positivo la apreciaciéon de uno o

mas microorganismos por campo.

La limitacidn de estos métodos tintoriales es el empleo solamente para el diagndstico

de la colonizacién del dispositivo, por lo que no permite la identificacién de los agentes

causales y mucho menos los estudios de susceptibilidad.

1.5. Agentes etiologicos de Candida

Diversas especies de Candida son comensales de la piel y superficies de mucosas

en el humano. Habitan boca, laringe y faringe, también se encuentran en el tracto

gastrointestinal (40-50%), colonizan intestino delgado y grueso. Del mismo modo son

parte de la microbiota en mucosas genitales, Candida spp. y Candida albicans se sitlan en

vagina. Esporadicamente se han encontrado en axilas, ingles y regiéon perianal. En

ocasiones se recupera de superficies sintéticas como dispositivos intravenosos y

raramente es aislada del medio ambiente (43), (44).
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Existen aproximadamente 200 especies de Candida, actualmente clasificadas con
base en su secuenciacién genética; sin embargo, sélo 20 especies han sido asociadas a
infeccion en mamiferos (45), (46). Las especies frecuentemente relacionadas con
patologias son las siguientes: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C.
parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis, C. krusei, C. famata, C. guilliermondi y
C. lusitaniae. Aunque este género comprende un grupo extremadamente heterogéneo de
levaduras, también posee caracteristicas definidas facilitando la distincion de cada
especie. La reproduccion de estos organismos unicelulares es por gemacion holoblastica;
ademas algunas especies son capaces de formar seudohifas e hifas con excepcién de

C. glabrata (24), (46).

1.5.1. Clasificacion taxondmica

Con el paso del tiempo, este género ha presentado modificaciones en su ubicacion

taxondmica. Actualmente la clasificacién de las especies de Candida es la siguiente:

Reino Eumycota
Phylum Ascomycota
Clase Hemyascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Candidacea

Género Candida

Especies C. albicans, C. dubliniensis,
C. famata, C. glabrata, C. guilliermondi,
C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis
(47), (48).
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1.5.2. Morfologia

Las especies del género Candida tienen caracteristicas macroscopicas vy
microscopicas definidas, las cudles son utilizadas como pardmetros para su identificacion.
El desarrollo de Candida en los medios de cultivo habituales se observan colonias de color
blanco a amarillo, planas; de aspecto liso, brilloso, opaco, cremoso, himedo o seco y con

bordes definidos (45).

Candida tiene dos presentaciones micromorfolégicas (dimorfismo): la forma
pequeiia y ovalada conocida como levadura (4-6 um) que se reproduce por gemaciéon
simple y otras formas conocidas como hifas o pseudohifas. Las pseudohifas son cadenas
de levaduras unidas entre si y separadas por constricciones pero conservando cada
levadura su individualidad; las hifas estdn formadas por células alineadas con
comunicacidon entre ellas. Ambas, hifas o pseudohifas son estados morfogenéticos

relacionados con su capacidad patégena (49), (50).

Para fines practicos en este trabajo se enunciaran las caracteristicas de las especies

(Cuadro 5) cominmente encontradas en el medio hospitalario (51).
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Cuadro 5. Caracteristicas morfolégicas de las especies del género Candida aisladas en el
laboratorio clinico (50).

ESPECIE MORFOLOGIA ESTRUCTURAS

MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Células redondas (3.5-7x 4-8

Colonias redondas, pum), forma pseudohifas con
C. albicans cremosas, opaca§, planas, clamidoconidiols terminales;
con bordes definidos, presenta cumulos de
color blanco. blastoconidios alrededor de
los septos.
Pseudohifas con
clamidoconidios terminales
Células redondas (3.5-7x 4-8
um), forma pseudohifas con
Colonias redondas, clamidoconidios terminales
C. dubliniensis cremosas, opacas, planas, agrupados en racimos;
color blanco. presenta cumulos de
blastoconidios alrededor de 7
los septos. Pseudohifas con
clamidoconidios terminales
en racimos
Células redondas (3.5-7x
Colonias redondas, 5.5-10 um), forma
cremosas, planas, color blastoconidios solos o en
C. tropicalis blanco y en ocasiones pequeiios grupos a lo largo
presentan bordes rugosos. de la pseudohifa. Algunas
veces pueden presentarse
verdaderas hifas.
Blastoconidios a lo largo de
la pseudohifa
¢
Células ovaladas (2-3x 3-4
Colonias pequeiias, um), no forma pseudohifas
C. glabrata cremosas, lisas, de color  y en raras ocasiones forma %
blanco a crema. cadenas cortas de células. %

Blastoconidios
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Células ovaladas y
C. krusei Colonias planas, secay sin  alargadas (2-6x 4-10 um),
brillo, color crema. forma pseudohifas con

blastoconidios alargados.

Pseudohifas con
blastoconidios alargados

Células ovoides (2.5-4x 3-8
um), forma pseudohifas con
Colonias redondas, blastoconidios solos o
cremosas, planas. agrupados. Ocasionalmente
se presentan elementos
hifales largos llamados
células gigantes.

C. parapsilosis

Pseudohifas con
blastoconidios solos o

agrupados

1.5.3. Factores de virulencia

Los factores de virulencia son los componentes microbianos o la capacidad de
adaptacion de los microorganismos, capaces de causar dafo al hospedero (52). Candida
tiene la capacidad de producir factores de virulencia que mejoran su capacidad para
colonizar las mucosas o superficies sintéticas y para invadir los tejidos del hospedero (43).

Los mas caracteristicos son mencionados a continuacion.
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1.5.3.1. Adaptacion a cambios de ambiente

Las especies de Candida poseen gran capacidad de adaptacién a diversos medios y

sustratos. Por ejemplo, el soportar cambios de pH estd regido por dos genes CdPHR1 y

CdPHR2, el primero solo se activa a pH neutro o ligeramente alcalinizado y se inactiva en
medio acido, activdndose a su vez el segundo. Otra facultad que tienen estas levaduras es
la transicion morfoldgica, es decir, se comportan como hongos dimdrficos cambiando de
blastoconidio a pseudohifa e hifa. Estos cambios morfolégicos se deben a la supresién de
varios reguladores de la transcripcidén y proteinas mediadoras de transduccion de sefial

para estos reguladores, traduciéndose en cambios morfolégicos (45), (52) .

1.5.3.2. Produccion de enzimas

Diversas enzimas permiten a las levaduras descomponer barreras y polimeros para
obtener acceso a nutrientes durante su crecimiento, al mismo tiempo, posibilitan la
inactivacion de ciertas moléculas de defensa del hospedero. Las principales enzimas de
tipo extracelular relacionadas con la patogénesis de Candida son las proteasas,

fosfolipasas y lipasas (43), (45), (53).

= PROTEASAS. Las especies patégenas como C. albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii,
C. parapsilosis y C. tropicalis poseen genes de la familia SAP (conformada por 10 genes
SAP1-SAP10) que permiten la secrecién de enzimas. Las funciones de estas enzimas
son: a) digerir moléculas proteinicas para adquirir nutrientes y proporcionar nitrégeno
a las células, b) degradar o distorsionar las membranas del hospedero facilitando la
adhesiéon e invasiéon a los tejidos del mismo y c¢) contribuir a la destruccidon de las
células del sistema inmunitario del hospedero para evitar o resistir el ataque

antimicrobiano durante el proceso infeccioso (34), (49), (54), (55), (56), (57).
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Los genes SAP se expresan diferencialmente, dependiendo del tipo de célula (levadura

o hifa) y durante distintos estadios de la interaccidén ent re el patégeno y el hospedero

(58). En el cuadro 6 se muestran las propiedades que poseen los genes de la familia

SAP.

Cuadro 6. Propiedades principales de las enzimas aspartil-proteasas (SAP) de Candida.

(59), (60), (61), (62), (63), (64), (65), (66), (67).

Caracteristica

SAP1

SAP2

SAP3 SAP4 SAP5 SAP6 SAP7 SAP8 SAP9

Presentes en infecciones orales
Presentes en infecciones
vaginales

Presentes a las 72 h de
infeccién

Presentes en la superficie de
levadura e hifa

Presentes en hifa
Importantes en enfermedad
invasiva

Regulada por retroalimentacion
positiva

pH éptimo (2 a 5)

pH éptimo (3 a 7)

Proteina anclada en la
membrana o pared celular
Proteina anclada en la pared
celular

Expresadas durante el cambio
de fenotipo

Activas en infecciones
sistémicas

Se expresan en hifa con
polipéptidos como fuente de
nitrégeno

Las mutantes de esta enzima
son invasoras

Las mutantes de esta enzima
reducen su invasividad

X
X

X
X

X

X
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FOSFOLIPASAS. Las PLs producidas por hongos forman un grupo heterogéneo de
enzimas que comparten la capacidad de hidrolizar uno o mas enlaces éster de los
glicerofosfolipidos presentes en la membrana de las células del hospedero, tales
enzimas posibilitan la penetracién de las hifas en células y tejidos, puesto que son
secretadas en la punta de dicha estructura.

Se han identificado cuatro tipos de fosfolipasas extracelulares producidas por el
género Candida: PLA, PLB, PLC y PLD, pero sélo PLB1 es considerada un factor de
virulencia. Los primeros ensayos para evaluar la capacidad de la producciéon de
fosfolipasa en diferentes especies de Candida mostraron que sdélo C. albicans
secretaba la enzima, posteriormente, se demostré la secrecion de PL por especies no
albicans: C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae y C. krusei, aunque en

menor cantidad (34), (59), (68), (69), (70), (71).

LIPASAS. Las LIPs se caracterizan por su capacidad para catalizar la hidrélisis de los
enlaces éster mono, di y triglicéridos e incluso fosfolipidos (70), (59). La actividad de la
enzima extracelular en especies patdgenas de Candida fue detectada por primera vez

por Werner (72).

Las LIPs secretadas son codificadas por una familia de genes con, al menos, 10
miembros (LIP1-LIP10). Las especies que poseen estos genes son: C. albicans, C. krusei,
C. parapsilosis, C. tropicalis pero no C. glabrata (34), (59). Asimismo, ha sido
demostrada que la expresion de las LIPs depende mds del estadio de la infeccion que
de la localizacion del érgano. Ademas de alterar los tejidos y proporcionar nutrientes,
también pueden desempefiar un papel importante durante la infeccion mediante la
modulacién de la respuesta inmune a través de la inhibicidon de la quimiotaxis y la
modificacidon de la actividad fagocitica de los monocitos, macréfagos y granulocitos

(69), (73).
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1.5.3.3. Adhesinas

La adhesién a menudo es citada como la primera etapa del proceso de infeccidon
para los miembros del género Candida, incluso, han sido descritas algunas interacciones
especificas entre estos hongos y otros organismos, dispositivos médicos y componentes

de los tejidos de mamiferos (53).

Las proteinas fungicas involucradas en este proceso se denominan adhesinas, una
adhesina es una biomolécula que reconoce componentes especificos en los tejidos del
hospedero o a ligandos especificos de distinta naturaleza y son reguladas por genes

especificos (74). Los ligandos pueden ser:

» Proteinas: coldgeno tipo | y tipo IV, fibronectina, laminina, fibrindgeno, entactina y

componentes del sistema del complemento C3b.

= Carbohidratos: polisacéridos, glicoproteinas y residuos de fructosa que aparecen en

todos los grupos sanguineos del sistema ABO.

= Lipidos.

Los genes reguladores mas relevantes son: Int. (Integrin found first protein), Hwp.
(Hyphal-Specific  Cell Wall Protein), Als. (Agglutinin-like sequence), Mnt.
(Manosiltransferase) (34), (75).

= |nt. La Intlp es una proteina heterodimera transmembranal presente en Candida
albicans implicada en la adhesidn, morfogénesis y sefializacién, uniéndose a diferentes
ligandos en la matriz extracelular, tales como fibrindgeno, laminina y coldgeno tipo | y
IV. Esta proteina tipo integrina posee un dominio con una homologia similar a la

integrina humana o-M, involucrada en la coordinacién de cationes divalentes.
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Igualmente presenta una homologia con una proteina de Staphylococcus aureus que
se une al fibrindgeno. Al parecer, la Intl juega un papel importante en la filamentacién
de C. albicans. Datos recientes indican que la talina, una proteina del citoesqueleto,
podria interactuar con Intlp para mediar en la morfogénesis modulando la actina del

citoesqueleto (75), (76).

Hwp. Fue aislado originalmente como gen especificamente en hifas y tubos
germinativos, codifica una manoproteina, con un dominio amino terminal y un
carboxilo terminal. Su dominio N-terminal (rico en prolina y glutamina) esta orientado
hacia la superficie exterior y el extremo C-terminal estd integrado covalentemente al
B-glucano de la pared celular a través de un remanente de GPI, siendo este el sustrato
de las transglutaminasas secretadas por células epiteliales formando a su vez un
complejo estable con las células del hospedero. Hwp1 es la primer proteina superficial

de C. albicans requerida para la formacion de biopeliculas in vivo (77).

Als. La familia de genes Als esta conformada por al menos nueve genes y se caracteriza
por codificar grandes glicoproteinas poseedoras de un carboxilo terminal hidrofdbico
gue sugiere un ancla GPI. El extremo amino terminal de las Als, contiene una sefial
secuenciada, un dominio similar a las inmunoglobulinas y un dominio rico en treonina
implicados en la unién célula-célula para el proceso de adhesién. En el cuadro 7 se

mencionan los ligandos a los que son afines ciertos genes Als (70), (75), (78), (79).

Mnt. La proteina Mntl es una proteina de membrana tipo Il, con actividad a-1,2-
manosiltranferasa, necesaria para los procesos de N- y O-glicosilacidn en hongos, cuya
delecién disminuye la adherencia y la virulencia de Candida. En vista de que las
mananas son el principal constituyente de la pared celular de los hongos, los cambios
en los niveles de glicosilacidon de las proteinas afecta la ultra estructura de la superficie

celular, el fenotipo y la hidrofobicidad de C. albicans (75), (86).
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Cuadro 7. Proteinas codificadas por los genes Als y sus ligandos (70),(80), (81), (82), (83), (84), (85).

ADHESINA FUNCION LIGANDO
Als1 Adhesion, colonizacién y Fibronectina
organizacioén de la pared Laminina
celular Colageno tipo IV
Als5 Células epiteliales de boca y faringe
Adhesién Células del endotelio vascular
Als2 Formacién de biopeliculay Células endoteliales
micelio
Als3 Formacidn de biopelicula Células del endoteliales (E-caderina y N-
caderina)
Organizacion de la pared Células endoteliales
celular
Als4 Adhesidn a células
endoteliales
Als6 Adhesion Colageno
Als9 Adhesion Laminina

1.5.3.4. Morfogénesis

Es la habilidad que poseen algunas especies del género Candida (C. albicans, C.
dubliniensis y C. tropicalis) de producir de manera alternativa células levaduriformes
(blastoconidios) o formas filamentosas (hifas y pseudohifas), es decir, el microorganismo
puede realizar la transicién de forma unicelular (levadura) a crecimiento filamentoso (34),

(87), (88).

El crecimiento unicelular es adecuado para aumentar el niumero de unidades
infecciosas y facilitar la diseminacién en los pacientes infectados. Generalmente,
predominan durante la colonizacién de las mucosas, en la enfermedad o en tejido
necrético. En contraste, la forma filamentosa aparece durante la adhesion y Ia
penetracién del agente en células epiteliales o endotelios, ademds emergen cuando las
defensas del hospedero declinan y predominan en el estado temprano de la colonizaciéon

(34), (88).
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La morfogénesis de levadura a hifa se revierte conforme avanza la infeccién y quiza

sea el resultado de cambios temporales de su medio ambiente. Ademas es controlada por

una compleja red de vias de sefalizacién, comunmente acompafiadas por la regulacion de

los genes asociados con los estados morfoldgicos. Los estudios bioquimicos que

establecen las rutas de transduccidon de sefales y la activacion de la filamentacion,

concluyen con la existencia de dos rutas principales, la cascada de cinasas MAPK y el

activador y represor transcripcional EFG1p (“positive regulator of filamentous growth”)

(34), (70). En la figura 4 se muestra la morfologia que C. albicans puede adoptar en

diferentes entornos.

. : '@

0,:Hog1, pH?:Rim101, Mds3
Efg1+ Chlamydospore
Hyphae

Farnesol, Nrg1

Surface
High Temp, serum: Ras/cAMP (Efg1+)
MAPK (Cph1), pH: Rim101, Mds3

Matrix: Czf1 (Efg1-)
High Temp; aa starvation: G Temp l——l Pheromone:
——
L t MAPK (Cph1)
Pseudohyphae Gin4, Hsl1, Fkh2, Yeast, white phase et Opaque

Tup1, Nrg1 Mating

Spindle defects: cdc5 (Cde35)
Nocodazole (Mad2)
DNA replication defects: HU (Cdc35)

Y

(O—™

Hyphal-like filament

Farrant Orinian In Mirmbininey

Figura 4. Variedad morfolégica que C. albicans puede adoptar en respuesta a su entorno

(89).

25



_FRECUENCIA DEL AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE PUNTAS DE
CATETER UTILIZANDO LA TECNICA DE MAKI'Y UNA TECNICA INTRALUMINAL

1.5.3.5. Cambio de fenotipo

En 1985, los reportes de Slutsky y Cols. y Pomes y Cols., demostraron por vez primera
que cepas comunes de C. albicans cambiaban reversiblemente y con frecuencia de
fenotipos, al mismo tiempo, las diferentes cepas exhibian variantes de fenotipos en su

cambio, no obstante todas mostraban caracteristicas comunes (90).

Este fendmeno denominado cambio fenotipico obedece a un mecanismo reversible
desarrollado por el hongo para sobrevivir a un entorno adverso, en el desarrollo de una
infeccion permite evadir los sistemas de defensa del hospedador y/o expresa genes de
virulencia en respuesta a la modificacion del entorno de acogida (91). Los agentes generan
cambios en la macromorfologia colonial (lisa o rugosa) o espontdneamente en la
antigenicidad (aumento o disminucidn en la produccion de enzimas o toxinas) (45). Estos
factores son expresados especificamente en fases: los genes SAP1 y SAP3 son especificos
para las células opacas, que forman colonias color gris, lisas y planas; mientras que los
genes SAP2 y EFG1 son especificos de células blancas que forman colonias lisas y
semiesféricas (52). En un modelo cutdneo, hallé6 que las células opacas colonizan
facilmente la piel mas que las células en fase blanca, pero son menos virulentas

sistémicamente en los modelos animales (75).

Los cambios fenotipicos se han estudiado principalmente en C. albicans pero se sabe
gue también existen en otras especies de Candida como: C. tropicalis, C.parapsilosis,

C.lusitaniae y C. glabrata (91).

1.5.3.6. Biopeliculas

Las biopeliculas, son comunidades microbianas bien estructuradas constituidas por
células sésiles embebidas dentro de una matriz extracelular de polisacaridos, unidas a una

superficie inerte o a un tejido vivo formando una arquitectura tridimensional compleja. La
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gran parte de las células estdn irreversiblemente ligadas a un sustrato y sus componentes
celulares sésiles muestran caracteristicamente un fenotipo que es marcadamente
diferente al de las células plancténicas (92), (93), (94). En la figura 5 se muestra la

formacidn de biopelicula de C. albicans en un catéter.

Catheter

Top view Side view

2T e

Q|
o /

\85,88 02559/
N

Figura 5. Representacion esquematica de la formacion de biopelicula de C. albicans en un catéter.
El esquema muestra la biopelicula formada en la superficie del catéter, visto desde la parte
superior y la vista lateral (97).

La formacion de biopeliculas es un proceso organizado efectuado en tres etapas:

temprana, intermedia y de maduracion.

= Etapa temprana (0-11horas). El proceso inicia con la adhesién del microorganismo
sobre una superficie, seguido de una cascada de expresidn génica diferencial. La
adhesién de los hongos puede ser facilitada también por la formaciéon de una capa
organica acondicionada, que puede incluir compuestos liberados por la respuesta

inflamatoria del hospedero en el suero, la saliva, etc. (83), (94), (95), (96).
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Etapa intermedia (12-30 horas). Esta caracterizada por la agregacion homogénea de
las células en flotacién organizadas en microcolonias sobre una superficie y la
secrecién de un exopolisacdrido que constituye la matriz de la biocapa, formando
estructuras similares a setas entre las cuales se observa la presencia de canales.
Teniendo en cuenta la proximidad existente entre las células dentro de Ia
microcolonia, esta presenta un ambiente formidable para el establecimiento de
gradientes de nutrientes, intercambio genético y la autoinduccion (quérum sensing)

(83), (94), (95), (96).

Etapa de maduracion (38-72 horas). Las biopeliculas maduras consisten en una
disposicion densa de células embebidas dentro de las grandes cantidades de material
exopolimérico, puede ser plana o dependiendo de la fuente de nutrientes en forma de
seta. Las células dentro de una biopelicula madura se pueden separar o dispersar
como células individuales o agregados de células en el medio ambiente circundante,

lo que conduce lentamente a una enfermedad sistémica aguda (83), (94), (95), (96).

La formacion de biopeliculas es un factor de virulencia importante en numerosas

especies de Candida, de ahi que proporciona una resistencia considerable a la terapia
antifungica y a los mecanismos de defensa del hospedador, evitando la penetracién de

sustancias y células inmunitarias a través de la matriz (98), (99), (100).

Los aislados de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata capaces de

formar biopeliculas durante la infeccién se han relacionado con tasas mayores de

mortalidad en comparacién con aquellos incapaces de formar biopeliculas (101).

La formacion de biopelicula por C. albicans esta asociada con su dimorfismo entre

levadura y el crecimiento de las hifas. Las biopeliculas de esta especie por lo general

tienen dos capas distintas: una capa basal delgada de levaduras y una capa gruesa de hifas

menos compacta. En contraste con C. albicans, las biopeliculas de C. parapsilosis tienden a
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ser mas delgadas, menos estructuradas y estan constituidas casi exclusivamente por
blastoconidios. Curiosamente, la formacién de biopeliculas por C. parapsilosis depende de
la cepa aislada. La preferencia selectiva de esta especie por el material de los dispositivos
médicos es de particular interés, dado que mejora la capacidad de C. parapsilosis a
colonizar los catéteres y las lineas centrales intravasculares. Los aislados clinicos de
C. tropicalis han sido clasificados como formadores de biopeliculas prolificos y sus
biopeliculas maduras consisten en una densa red de levaduras mas algunas morfologias
filamentosas. Las biopeliculas de C. glabrata exhiben una estructura mas compacta que las

de C. tropicalis y C. parapsilosis (101).

1.5.4. Factores de riesgo para Candidosis

Los hongos del género Candida, son patdégenos oportunistas, normalmente afectan
a individuos inmunosuprimidos. Las infecciones por Candida spp. en general no se asocian
con ocupacién, género o raza y son producidas por levaduras enddgenas o exdgenas
dependiendo de las alteraciones intrinsecas del sistema inmune del hospedero y factores
predisponentes como la edad, enfermedades crénicas (DM2, VIH/SIDA), procedimientos
terapéuticos (hemodialisis, quimioterapia), intervenciones quirdrgicas o implantacién de
dispositivos médicos (catéteres, proétesis cardiacas, etc.), administracion de esteroides o
antibidticos de amplio espectro. Los factores condicionantes en un solo paciente pueden

ser uno o varios y pueden estar relacionados (36), (43), (102), (103).

La prevalencia de los factores predisponentes en los diferentes sistemas de salud,
puede explicar en parte, las diferencias geograficas en la epidemiologia de las infecciones
causadas por Candida spp., pero, los datos geograficos sobre la prevalencia de las
intervenciones médicas especificas por ejemplo, del cateterismo, son escasos por lo que la
verdadera contribuciéon de las practicas de la salud para las candidemias sigue siendo

desconocida (35), (98), (104).
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En el cuadro 8 se resumen las caracteristicas individuales actualmente reconocidas
que favorecen el desarrollo de candidosis invasiva, asi como la poblacién mas expuesta a

la misma.

Cuadro 8. Factores condicionantes y poblaciones de riesgo para desarrollar candidosis
invasiva (36). ? Factores de riesgo independientes en estudios especificamente disefiados.

Factores de riesgo generales Condicionantes interindividuales o
poblacion de mayor riesgo

Gravedad de la enfermedad aguda® Uso prolongado de catéter venoso central®
Edad: < 1 afo o > 65 afios Antibidticos de amplio espectro?®
Comorbilidades: diabetes mellitus, cirrosis, Esteroides
malnutricién, VIH, etc. Colonizacién previa por Candida spp.?
Cirugia (gastrointestinal) previa Insuficiencia renal y/o hemodialisis®
Estancia prolongada en la UCI Neutropenia?®

Dispositivos invasivos Quimioterapia, corticoides e

Transfusiones multiples inmunosupresores

Nutricion parenteral Pancreatitis, perforacidn visceral, etc.
Catéter vesical Politraumatismo

Ventilacion mecanica Quemaduras de Il o lll grado

Neonato con corta edad gestacional
Enfermedad gastrointestinal o shock

1.5.5. Epidemiologia

En las ultimas dos décadas, Candida se ha convertido en un importante patdgeno
nosocomial en el mundo. Las especies de Candida han sido aisladas como agente causal
del 10-15% de todas las infecciones nosocomiales, ocupan del 70-80% de todas las
infecciones fungicas nosocomiales y de 8 a 10% de las infecciones del torrente sanguineo

(105).
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Un gran numero de episodios de candidemia han sido originados por la
colonizacidn de catéteres. Pittet y Cols. (1994) y Piarroux y Cols. (2004), demostraron que
el grado de colonizacién por Candida es un factor condicionante para propiciar una
candidemia. Al mismo tiempo, Olaechea y Cols. (2004), Ledn y Cols. (2009), Manolakaki y
Cols. (2010) y Seddiki y Cols. (2013), destacaron la relacién entre la colonizacién de

catéteres venosos centrales y el proceso infeccioso (106), (107), (108), (109), (110).

Los datos de los CDC de EUA seiialan que las tasas de colonizacién de catéter son
mayores al 50%, y las infecciones del torrente sanguineo relacionadas con el catéter
ocurren del 3-8%. Las IRCs aparte de aumentar la morbilidad del paciente, elevan las tasas
de mortalidad, prolongan la duracién de la hospitalizacién de 7 a 21 dias y aumentan los
costos. Después de una revision sistematica de la literatura, Stone y Cols., en 2002,
estimaron el costo atribuible de una infeccidn del torrente sanguineo entre $ 36 441y S
37 078 dlIs. Recientemente, Anderson y Cols., calcularon el costo de las infecciones
nosocomiales del torrente sanguineo entre S 23 242 + $5184 dls. (111). En Espafia, el
calculo fue de €21 000, en Gran Bretafia de €10 000, en Brasil entre $33 000 a $35 000. En

México Sanchez-Veldzquez reportd el costo en $12 000 (110).

Dentro de los microorganismos causantes de infecciones del torrente sanguineo,
Candida ocupa el cuarto lugar en EUA y el séptimo en Europa (104), (112), (113). Candida
albicans sigue ocupando el primer lugar como agente etiolégico de candidosis tanto
superficial como invasiva, también predomina en ambos lados del océano Atlantico, sin
embargo, los ultimos afios se ha observado el aumento de casos de infeccidn originados
por especies de Candida no albicans, dando lugar a diferencias geograficas en la
distribucién de las especies, asi C. glabrata se encuentra generalmente en el hemisferio
norte, mientras que C. parapsilosis y C. tropicalis en la regidn sur del planeta. Las especies
halladas usualmente en América Latina son: C. albicans (42%), C. tropicalis (21%),

C. parapsilosis (19%) y Candida glabrata (7%) (36), (104), (114), (115).
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En comparacion con la incidencia en la década de 1980, la mayor proporcién de las
infecciones ahora son causadas por Candida glabrata en EUA y por Candida parapsilosis y
Candida tropicalis en Europa, Canadd y hospitales de América Latina. La epidemiologia
cambiante de Candida ha generado preocupacion por los diferentes patrones de

sensibilidad a antifungicos disponibles (114), (116).

1.6. Antifuingicos

Los primeros registros de antifungicos datan de 1800 cuando se empleaba el
yoduro de potasio (KI), para el tratamiento de la esporotricosis, cigomicosis subcutdneasy
gran numero de patologias que no respondian a los tratamientos convencionales como la
sifilis. Es necesario mencionar que el Kl no tiene efecto antifungico directo, mas bien es un

inmunomodulador (117).

La griseofulvina fue el primer antimicético, fue sintetizado en 1939 por Oxford
(118), se utilizd principalmente para las dermatofitosis. En 1908, se sintetizaron los
primeros compuestos, hoy conocidos como sulfonamidas, entre los derivados empleados
actualmente tenemos la diaminodifenil sulfona y el trimetoprim-sulfametoxazol, utilizados
para el tratamiento de la paracoccidioidomicosis y el actinomicetoma, patologia ésta

ultima para el que aun, son el tratamiento de primera eleccion (119).

Entre 1940 vy 1950, surgieron los tratamientos tépicos con accion
fundamentalmente exfoliante y queratolitica, ademas de un débil poder antifungico. Entre
los compuestos histéricamente mas importantes tenemos el ungliento de Whitfield, el

acido salicilico y la urea a diversas concentraciones (120).

El primer compuesto poliénico utilizado fue la nistatina (tetraeno), util para
infecciones superficiales y de mucosas. En 1955 se descubre el poliénico mas importante

gue es la AMB (heptaeno). Este grupo de antimicoticos se caracterizan por su efecto
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fungicida por alterar la estructura de la membrana, dada su elevada toxicidad la busqueda

de nuevos compuestos antifungicos continuda (120).

Las alilaminas aparecen en la década de los 70, de estos compuestos, el mas
utilizado es la terbinafina, util principalmente contra dermatofitos, también ha sido
ensayada sola o en combinacién con otros antifingicos en casos de esporotricosis,

feohifomicosis y eumicetomas (121).

La era moderna del tratamiento antimicotico, inicia con el descubrimiento de los
primeros compuestos azolicos para uso topico como el miconazol, poco tiempo después,
se descubre el KTZ, primer azdlico de uso tdpico y sistémico que se administraba por via
bucal. Mas adelante se descubren nuevos triazélicos como el FLZ que ademds de tener un
amplio espectro es hidrosoluble, otros compuestos con un triple anillo azélico son: VRZ,

PCZ el mas utilizado hasta el momento es el ITZ (122).

En la década actual se cuenta con antimicdticos con mecanismos de accion
diferentes como las equinocandinas que actuan inhibiendo la sintesis de la pared y se
utilizan en pacientes graves con aspergilosis y candidosis. Otros compuestos topicos de

gran utilidad son la amorolfina (123), el bifonazol y la ciclopiroxolamina (124).

1.6.1. Clasificacidon y mecanismos de accion

Los antimicéticos pueden clasificarse acorde con su mecanismo de accién en:

= Medicamentos que actuan a nivel de nucleo

A. La 5-FU (Figura 6) interfiere con el metabolismo de la pirimidina, RNA / DNA y la
sintesis de proteinas. Este farmaco es transportado por la citosina permeasa al
citoplasma de la célula fungica, donde se convierte en 5-fluorouracil por la citosina

diaminasa, el cual es fosforilado e incorporado dentro del RNA convirtiéndose en el

33



_FRECUENCIA DEL AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE PUNTAS DE
CATETER UTILIZANDO LA TECNICA DE MAKI'Y UNA TECNICA INTRALUMINAL

dexosinucleotido, el cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la
sintesis de proteinas de la célula. También inhibe la sintesis de la proteina fungica,

reemplazando el uracil con 5-FU en el ARN fungico (120), (124).

Q

/ﬂ

NM:

Figura 6. Estructura quimica 5-Fluorocitosina.

= Medicamentos que inhiben la sintesis de membrana

A. Los azoles son antifungicos sintéticos de amplio espectro con efecto fungistatico,
inhiben de la demetilacién del lanosterol de la membrana citoplasmatica fungica al
unirse a una de las enzimas del citocromo P-450 incrementando la acumulacién de
metil esteroles y reduciendo la concentracién de ergosterol, esencial para la

integridad de la membrana citoplasmatica fungica (124).

Los azoles tienen un anillo con dtomos de N libres unidos mediante enlace C-N a
otros anillos aromaticos (ver Cuadro 10). La naturaleza de estos anillos modifica las
propiedades fisicoquimicas, efecto terapéutico, toxicidad, etc. En funcion del
numero de nitrogenos que posee el anillo se dividen en imidazoles: miconazol y

KTZ y triazoles: FLZ, ITZ, VRZ, PCZ (120), (124).
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Cuadro 9. Clasificacidn y estructuras de antifungicos azolicos.

AZOL ESTRUCTURA

1° generacion

Imidazol Ketoconazol e
8
-/ ’
Fluconazol
[\
-\/. o L
Triazoles
; \
( "
n.c
Itraconazol —
0\
2° generacion
Voriconazol
Triazoles .

Posaconazol 07)
AN L
S - / |
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Medicamentos que alteran la estructura de la membrana

Los polienos alteran la permeabilidad de la membrana lo que permite la pérdida de
proteinas, glucidos y cationes monovalentes y divalentes, causa de muerte celular.
El agente mas conocido es la AMB (Figura 7), extraido de la bacteria Streptomyces
nodosus. Puede tener efecto fungistatico o fungicida dependiendo de Ia
sensibilidad del hongo y de la concentracién alcanzada en el lugar de la infeccién

(120), (124).

Figura 7. Estructura quimica de anfotericina B.

Medicamentos que alteran la estructura de la pared celular

Las equinocandinas son lipopéptidos que actian inhibiendo la sintesis de glucanos
a través de la inactivacion de la enzima 1,3-betaglucano sintetasa, responsable de
la formacion de este polimero y esencial para la estructura de la pared de la célula
fungica. Al debilitarse la pared, la célula es incapaz de soportar el estrés osmatico
provocando su lisis y no afecta a las células mamiferas. Son productos naturales
derivados de hongos, cuyo efecto es fungicida. La caspofungina (Figura 8) deriva

del hongo Glarea lozoyensis (120), (124).
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Figura 8. Estructura quimica de Caspofungina.

Equinecandinas
(easpolungina)

Mambrana celular

%- : I ;
| (bleapa ras{arpidlca}” éﬁ\f/ & -(1,6)-glucars

B-{1,3}-glucane elntatasa

Pollenos (anfotercina B)
Azales (fluconazol,

Itraconazel, vorlconazol)
Flucitosina

Figura 9. Diana de los principales antifingicos sobre la célula del hongo (Vallejo Llamas, 2003).
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1.6.2 Sensibilidad a antifungicos

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevos antiflingicos y su uso clinico, ha
ocasionado la aparicion de cepas con resistencia secundaria y la sustitucidon de especies
sensibles por otras con resistencia intrinseca, esto Ultimo relacionado a varios tipos de
antimicoticos como la 5 fluorocitosina, triazoles en incluso algunos de resistencia a

polienos (125), (126).

La resistencia puede ser primaria, donde la levadura es naturalmente resistente,
siendo el mejor ejemplo C. krusei frente a FLZ. También puede ser secundaria, donde
cepas sensibles se transforman en organismos resistentes debido al contacto con el
antimicdtico ya sea a dosis bajas o bien durante periodos prolongados, esto en pacientes
inmunosuprimidos en quienes se emplean como profildcticos, o en personas con
inmunidad normal que reciben tratamientos inadecuados (iatrogenia). Este Ultimo tipo de
resistencia, inusual en el pasado, es hoy el mas frecuente y se observa en cepas de
C. glabrata. El consenso es que la resistencia antifungica depende de la interaccién entre

el hospedero, el farmaco y el hongo (125), (126).

Se han estandarizado varias técnicas in vitro para la evaluacién de la sensibilidad
de las levaduras del género Candida a los antifungicos y correlacionar los resultados con la
respuesta clinica del paciente, contribuyendo a la instauracién del tratamiento adecuado y

eficaz para el paciente con candidosis (125), (126).

Los métodos estandarizados como la técnica de micro y macro dilucion en caldo
(Figura 10) para determinar el patrén de sensibilidad in vitro elaborados por el CLSI en
EUA y el EUCAST en Europa, propusieron los métodos de dilucién en medio liquido. Estos
han sido evaluados en estudios multicéntricos y actualmente sirven de referencia para el

desarrollo de nuevas pruebas (127).
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Figura 10. Método de microdilucién en caldo.

Otros métodos utilizados actualmente para valorar la sensibilidad son los métodos
comerciales de microdilucién: panel antifingico colorimétrico Sensititre® Yeastone vy
Fungitest®, y los de difusidn en agar con tiras impregnadas del antifungico denominado E-

test® (Figura 11) o con tabletas Neo-Sensitab® (110), (127).

Figura 11. Difusidn en agar con tiras impregnadas, E-test®. A: Crecimiento inhibido por (a) ITZ, (b)
KTZy (c) FLZ. B: Cepa resistente a (a) KTZ, (b) ITZ y (c) FLZ.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el uso de dispositivos intravasculares en la practica clinica es
imprescindible, representa una ventaja para el tratamiento de los pacientes; si bien los
catéteres han contribuido a salvar vidas y acelerar curaciones, un gran inconveniente de
su uso es la colonizacién por microorganismos procedentes de la microbiota de la piel del
paciente o de otras personas. Los microorganismos se pueden adherir tanto a la superficie
extraluminal como a la intraluminal de los catéteres produciendo una infeccion localizada

o diseminada.

En las ultimas cuatro décadas las infecciones originadas por especies del género
Candida han aumentado de manera constante debido al incremento de factores
predisponentes. Los factores de virulencia como: la capacidad de adherencia, la formacion
de biopeliculas en superficies vivas o inertes y la resistencia antifingica que presentan
algunos de los aislados hace necesario, desarrollar mejores técnicas de diagndstico y

estudiar los perfiles de sensibilidad antimicética.

El método de eleccion para el aislamiento de microorganismos a partir de puntas
de catéter utilizado en hospitales de alta especialidad es la técnica semicuantitativa de
Maki, en la cual solo se recuperan los microbios de la parte externa del dispositivo, por tal
razén, en este estudio, se planted la recuperacién intraluminal a partir de una
modificacidon a la técnica cuantitativa de cepillado intraluminal y el uso de medios de

cultivos selectivos para levaduras.

En México, existe poca bibliografia acerca de la frecuencia de aislamientos
fungicos a partir de puntas de catéter, la mayor parte de la informacidén documentada es
sobre la recuperacion de bacterias, por lo tanto, es necesario conocer la proporcién de
levaduras en el medio hospitalario y al mismo tiempo estudiar la sensibilidad antifungica
de los aislados, necesario para actualizar los conocimientos sobre alternativas

terapéuticas en los pacientes del HE CMN SXXI lugar sede de esta investigacidn.
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3. JUSTIFICACION

En el HE CMN SXXI, se atienden pacientes con multiples patologias que obligan con
frecuencia al internamiento y uso de dispositivos intravasculares. Considerando que estos
pacientes frecuentemente cursan con FOD sin aislamiento de bacterias, existe la
posibilidad que los enfermos presenten infecciones fungicas no detectadas incluso por el
hemocultivo. En la actualidad estas infecciones han ido incrementando en los hospitales
generales, por lo que es importante implementar una nueva técnica para el
procesamiento de las puntas de catéter, que permita incrementar el nimero de aislados
fungicos, y consecuentemente brindar a los pacientes un mejor diagndstico y tratamiento.
Hasta el momento no se ha estudiado la sensibilidad antimicética de los aislados fungicos
de catéteres y el tratamiento se prescribe empiricamente siguiendo lo publicado en

investigaciones realizadas generalmente en otros paises.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
1. Determinar la frecuencia de levaduras en puntas de catéter provenientes de
pacientes internados en el HE “Dr. Bernardo Sepulveda” mediante la Técnica de
Maki y la Técnica intraluminal; de igual manera estudiar la sensibilidad de los

aislados fungicos a diferentes antimicéticos por la técnica de microdilucién en

caldo.

4.2. Objetivos especificos

= Determinar la colonizacion del catéter y el porcentaje de aislados fungicos por la

técnica de Maki y la técnica intraluminal.

= Relacionar los factores predisponentes de los pacientes con los aislamientos

levaduriformes.

= |dentificar los aislados fungicos provenientes del procesamiento de las puntas de

catéteres.

= Conocer la sensibilidad de los aislados fungicos a: ITZ, FLZ, VRZ, PCZ, CSF y AMB.
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5. HIPOTESIS

= El nimero de aislados fungicos a partir de puntas de catéter incrementard con el
empleo de la técnica intraluminal, en comparacion con él que se obtendra por la
técnica de Maki. Ademds, aproximadamente el 25% de levaduras aisladas
presentardn resistencia a uno o varios compuestos azélicos y el agente aislado con

mayor frecuencia sera C. albicans.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Procedencia de las muestras

Se efectud un estudio experimental comparativo de dos técnicas de aislamiento
fungico de los segmentos distales de catéteres provenientes de pacientes atendidos en los
diferentes servicios en el HE “Bernardo Sepulveda” (IMSS) y a cada aislado se le realizé su
perfil de sensibilidad antifungica. La recoleccién de los dispositivos médicos se realizé en
un periodo comprendido del 1° de octubre del 2012 al 30 de enero del 2013. De igual
manera, se registrd la informacién relacionada con los pacientes como la edad, el género,
el tipo de catéter, factores de riesgo y el tratamiento con antimicrobianos, antifungicos o

esteroides.

6.2. Procesamiento de las muestras y cultivo de las puntas de catéter

6.2.1. Procesamiento de las puntas de catéter con la técnica de Maki

Las puntas de catéter fueron transportadas en placas Petri estériles al Laboratorio
Central. Posteriormente, se procesaban usando la técnica de rodamiento en placa
propuesta por Maki y cols. (27), la cual consiste en rodar un segmento del extremo distal
del catéter en una placa con AS e incubarla a 37 °C durante 24 horas. Para continuar con el
desarrollo de la segunda técnica, la punta del catéter era retirada de la superficie de la
placa y se introducia en un tubo de ensaye que contenia BHI, el cual se incubaba a 27 °C

durante 24 horas.

6.2.2. Procesamiento de las puntas de catéter con la técnica intraluminal

Para el aislamiento de los microorganismos situados en la superficie interna del
catéter, se utilizé una aguja hipodérmica (22Gx32mm) adaptada a una jeringa con la que

se raspo el interior del dispositivo y también, se aspiré el medio de cultivo contenido en el
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interior (aproximadamente 2 pl). Cada una de las muestras fue inoculada con técnica de
estriado por dilucion en dos medios de cultivo selectivos: ADS-CFX y ADS-CC y dos medios
de cultivo diferenciales: CH y ABC. Los medios de cultivo selectivos se incubaron a 27°C,
revisandolos diariamente durante una semana; CH se incubd a 35 °C por 48h y ABC a 30°C

por 72h.

6.3. Identificacion de levaduras

Al observar crecimiento colonial en los medios de cultivo, se realizé una tincion de
Gram a cada aislado para diferenciar morfolégicamente las levaduras de las bacterias y de

esta manera ratificar la presencia de hongos levaduriformes.

6.3.1. Identificacion de levaduras aisladas por la técnica de Maki

Cuando las caracteristicas coloniales de los aislados en AS correspondian a
Candida sp., y la tincion de Gram era positiva para levaduras, se resembraban
nuevamente en AS para mantener un cultivo puro y fresco; después de 24 h de incubacién
con cada resiembra se preparaba una suspensidon a una concentracion de 1x10° cels/mL. A
cada muestra le era asignada una tarjeta de identificacion para levaduras del sistema
automatizado Vitek® MS. Pasadas 48 h, los resultados podian ser consultados en la base

de datos del equipo.

6.3.2. Identificacion de levaduras aisladas por la técnica intraluminal

Los aislados obtenidos por esta técnica, ademas de ser identificados con el sistema
automatizado Vitek® MS, fueron sometidos a una serie extra de estudios realizados

manualmente con el fin de corroborar la identificacion taxondmica.
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6.3.2.1. Pruebas morfolégicas y fisiologicas para la identificacion de

Candida.

= Diferenciacion de especies de Candida basandose en sustratos cromégenos. Los
aislados purificados, se sembraron en los medios de cultivo cromdégenos: a) CH
incubado 48h a 35°Cy b) ABC incubado 72h a 30°C. La identificacion presuntiva de las
especies se establecid a través de las caracteristicas macromorfoldgicas coloniales
como aspecto, forma y coloracion desarrollada en la placa, comparando las

caracteristicas coloniales con las proporcionadas por el fabricante (ver Cuadro 10).

Cuadro 10. Identificacién presuntiva de especies de Candida con CHROMAgar Candida™.

Crecimiento CHROMAgar Candida® Crecimiento Agar Brillante Candida®
Especie

Color Textura  Superficie Color Textura  Superficie

C. albicans Verde claro Cremosa Convexa Verde oscuro Cremosa Convexa
C. dubliniensis Verde claro Cremosa Convexa Verde oscuro Cremosa Convexa
C. glabrata Morado Cremosa  Convexa Beige Cremosa  Convexa
C. krusei Rosa con halo blanco Seca Plana Beige Cremosa Convexa
C. parapsilosis Lila Cremosa  Convexa Beige Cremosa  Convexa
C. tropicalis Azul Cremosa Convexa Azul oscuro  Cremosa Convexa

* Formacion de tubo germinativo. La prueba consistié en colocar un pequefio inéculo
de la levadura en 0,5 mL de suero humano descomplementado, por un lapso de 2
horas a una temperatura de 37°C. El suero fue observado al microscopio en busca de
tubos germinales, el resultado era considerado positivo (+) con la confirmacién la
formacién de dichas estructuras, de lo contrario el resultado era negativo (0) (ver

Figura 12).
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Figura 12. Tubo germinativo en suero humano. (100x).

Formacion de clamidoconidios. Para este ensayo se utilizd el método de Dalmau
(Figura 13). De los cultivos de 24h se tomo el inoculo con el que se trazaron dos lineas
paralelas de 1 cm de longitud sobre la superficie de AHM, encima de estas se colocé
un cubreobjetos estéril y fue incubado a 27°C durante 72h; transcurrido el tiempo de

incubacién se estimdé por microscopia dptica la produccidn de clamidoconidios.

Figura 13. Técnica de Dalmau en AHM.

Diferenciacion fenotipica para C. albicans y C. dubliniensis. Se empled el medio de
cultivo AT; inoculado por técnica de puntilleo e incubado a 30 °C durante 72h. La
macromorfologia colonial fue registrada, se efectué un examen directo de las colonias

y la presencia de clamidoconidios se valord con microscopia dptica. Los resultados se
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expresaron con cruces en base al porcentaje de clamidoconidios por campo visual:

(0)= 0% ausente; (+) = 25%,; (++) = 50%,; (+++) = 75%; (++++) = 100%.

Para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis, se toma en cuenta la disposicién de los
clamidoconidios: en C. dubliniensis en forma de racimos, mientras que, C. albicans

presenta clamidoconidios Unicos y escasos (Figura 14).

Figura 14. Examen directo de crecimiento en AT. (a) clamidoconidios Unicos de C. albicans
(40x) y (b) clamidoconidios en racimos de C. dubliniensis (100x).

e Termotolerancia. De cada aislado en ADS-CFX, se realizd un sembrado masivo sobre la
superficie de APD, este procedimiento se efectio por duplicado, las placas se
incubaron una a 27 °C y otra a 45°C durante 48 h (Figura 15). La prueba se interpreté

como promociéon positiva (+) si habia desarrollo en las placas, sino el resultado era

considerado como negativo (0).
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Figura 15. Promocién positiva (+) de C. albicans en APD en ambas temperaturas. (a)
crecimiento a 27° Cy (b) crecimiento a 45° C.

Los criterios de identificacion para la diferenciacién entre C. albicans vy
C. dubliniensis (Cuadro 11) de las demas especies de Candida fueron los siguientes con

base en las pruebas descritas con anterioridad.

Cuadro 11. Criterios de identificacién de Candida spp. (0) negativo, (+) positivo.

Especies de Candida

Prueba C. albicans C. dubliniensis i
no albicans
Tubo germinativo
+ + 0
Termotolerancia
+ 0 0
Produccion de
clamidoconidios en Ausentes o escasos Abundantes en 0
AHM Unicos racimos
Formacion de
. . Ausentes o escasos Abundantes
clamidoconidios en AT L, . . 0
Unicos en racimos
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6.4. Estudio de sensibilidad antifungica

Las pruebas de sensibilidad antifungica consisten en cuantificar la inhibiciéon de
crecimiento producida por el antifungico comparada con el crecimiento de la levadura o
en el mismo medio, pero sin antifungico (control). El método empleado fue el de
microdilucién en caldo para levaduras (M27-A3) propuesto por el CLSI. Los antifungicos

empleados fueron ITZ, FLZ, VRZ, PSZ, CSF y AMB.

1. Preparacion de la solucion madre. Se pesd el antifungico para obtener la
concentracion mas alta a ensayar. El FLZ y la CSF fueron disueltos en 10mL de agua
ultrapura (milli-Q®, MQ). Para los farmacos insolubles en agua: AMB, ITZ, VRZ y PSZ el
disolvente empleado fue DMSO. Las soluciones fueron esterilizadas por filtracion y
distribuidas en alicuotas de 500 uL en tubos eppendorf, conservadas a -20°C hasta su

uso.

2. Preparacion del inéculo. Se preparé tocando con el asa de cultivo 5 colonias 21 mm y
de 24 h de crecimiento en placa de SDA que fueron resuspendidas en un tubo de NaCl

al 0,85%. Se ajusté hasta una concentracion de 1x10° cels/ mL (Figura 16).

T

SDA 24h a 35°C

lTﬂt-Br -5 colonlas

Suero galing
(70% T)
MeFarland 0,5
(1-5x10% UFC/mil)

Figura 16. Preparacién del inéculo de levaduras (documento M27-A3).
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3. Preparacion de la serie de diluciones y llenado de la placa. A partir de la solucién
madre, se realizé una dilucién 1:5, el disolvente utilizado fue RPMI 1640 para los
antifungicos solubles en agua y una dilucién 1:50 en DMSO para los insolubles,
completando el volumen de todos los tubos con RPMI (Figura 17 y 18).

En cada pozo de la placa se colocaron 100 pL de las diluciones decrecientes. El control
se llend con 100 puL de RPMI para los antifungicos solubles y en el caso de los
insolubles en agua, se llené con 100uL de RPMI con 2% de DMSO. Se afiadieron a los
pozos 100 pL del inéculo, de cada aislado y se incubaron a 35°C por 48 h (Figura 19).
Finalmente se realizé la lectura a las 24 y 48 horas, utilizando un espejo invertido,
comparando la turbidez con los pozos de control, para determinar la CMI. La inhibicién
del crecimiento se compard con la turbidez de los pozos de la columna 12. Los
resultados se compararon con los puntos de corte determinados por el CLSI (Cuadro.

12).
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Solucion madre

2 mL 1mL 1mL
3ImL
1
1mL O05mL 0.5mL

171

RPMI 1mL 1.SmL 3.5mL

RPMI

I1mL 0.5mL 0.5mL

W L

RPMI imL 15mL 3.5mL

1 mL

RPMI 1 mL

Figura 17. Preparacioén de las diluciones de los antifungicos solubles (Hernandez, 2012).
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Lolusan
madre
500 pL

|

| I

S N e
DMS0 05mL 1.5mL 3.5mlL

500 pL

< J
pMso O05mL 1L.SmL 3.5mL

500 pL

DMSO 05mL 1.5ml 3.5 mL

Figura 18. Preparacién de las diluciones de los antifungicos insolubles (Hernandez, 2012).
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Figura 19. Placa de microdilucion en caldo. Columnas 1-10: diluciones del antifungico.
Columna 11y 12: control de crecimiento y de esterilidad. Fila A-B: cepas ATCC 22019y
ATCC 6258; Filas C-G: aislados problema.

Cuadro 12. Intervalo de la CMI de antifungicos para la interpretacion de la prueba
establecidos por el CLSI.

Antifangico Sensible Sensible Dosis Resistente
pg/mL Dependiente pug/mL pg/mL
Itraconazol <0.25 0.25-0.5 21.0
Fluconazol <8 16-32 64
Voriconazol <1.0 2.0 24.0
Posaconazol <1.0 - >21.0
Caspofungina <2.0 - >2.0
Anfotericina B - - 22.0

6.5 Analisis estadistico

La evaluacién estadistica comprendid las siguientes pruebas:

= Determinacion de medidas de tendencia central: promedio, mediana y desviacién

estandar.

= Representacion de porcentajes en cuadros y graficos.
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7. RESULTADOS

De las 100 puntas de catéter procesadas en el Laboratorio Central; 58%
pertenecian a pacientes del género femenino. El rango de edad fue de 20 a 96 afos, con

un promedio de 50.15 afos.

Cuando utilizamos la TM, se detectaron 42 catéteres colonizados por bacterias,
hongos o ambos, mientras que por la Tl se detectaron 41 catéteres. De todos los catéteres
contaminados, 30 se obtuvieron de pacientes que presentaban por lo menos uno de los

siguientes factores de riesgo.

Factores de riesgo.

Los principales factores de riesgo asociados a la utilizacién de catéteres se

muestran en el cuadro 13, donde predomind la asociacidon con antimicrobianos.

Cuadro 13. Factores de riesgo relacionados a la colonizacidn de catéteres.

Factores de riesgo %
Antibioticoterapia® 29
Insuficiencia renal crénica 9
DM?2 8
Hemodidlisis 4
Infeccién de vias urinarias 1
VIH 1

!Antibidticos prescritos: vancomicina, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacino, imipenem,
piperacilida y metronidazol.
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Los servicios de procedencia (Cuadro 14) de los pacientes fueron principalmente
aquellos en los que se practican cirugias con frecuencia como Neurocirugia y

Gastrocirugia, otros casos fueron atendidos en la Unidad de Cuidados Intensivos.

Cuadro 14. Procedencia de las muestras analizadas.

PROCEDENCIA MUESTRAS (%)
Neurocirugia 34
Gastrocirugia 19
ucl 11
Nefrologia 10
Medicina Interna 7
Hematologia 6
UTR 4
Hemodiilisis 4
Admision Continua 1
Cirugia Maxilofacial 1
Reumatologia 1
Otorrinolaringologia 1
Sin datos 1

UCI: Unidad de cuidados intensivos, UTR: Unidad de trasplante renal.

Tipos de catéter.

La mayoria de catéteres procesados (Figura 17) fueron de tipo venoso central, en

menor proporcién Mahurkar para hemodialisis y Tenckoff utilizado para dialisis peritoneal.

Los aislados levaduriformes obtenidos por las técnicas enunciadas, estaban
relacionadas a catéteres venosos centrales, de los catéteres tipo Mahurkar se obtuvo
Unicamente un aislado bacteriano, contrario a los catéteres tipo Thenckoff, que no

presentaron desarrollo.
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Figura 17. Tipos de catéter procesados. (a) Catéter venoso central, (b) Mahurkar y
(c) Tenckhoff.

Cuadro 15. Porcentaje de catéteres analizados en el estudio.

Tipos de catéteres Porcentaje
Venoso central 92%
Mahurkar 6%
Tenckoff 2%

Microorganismos aislados.

De los 100 dispositivos procesados por la TM se obtuvieron 51 aislados de los
cuales 5 fueron hongos y 46 bacterias; con la Tl, el nimero de hongos recuperados fue el
mismo (5), sin embargo, disminuyd el nimero de aislados bacteriolégicos obteniéndose

42 microrganismos (ver Cuadro 16).

Cuadro 16. Numero y porcentaje de microorganismos aislados.

. No. de microorganismos  No. de muestras Porcentaje de aislados
Técnica aislados . . . .
polimicrobianas Fungicos (%) Bacterianos (%)
Intraluminal 47 6 5 42
Maki 51 8 5 46
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Los cinco agentes micdticos correspondieron al género Candida, la especie mas
frecuente fue C. parapsilosis (4 aislados) y C. albicans (un aislado). El niumero de
aislamientos fungicos y su identificacion tuvieron 100% de concordancia con las dos

técnicas empleadas (Cuadro 17).

Cuadro 17. Asociacién de especies de Candida en los catéteres analizados.

Candida spp.
Muestra de catéter
Técnica Maki Técnica intraluminal
CAT-39 CVC Candida parapsilosis Candida parapsilosis
CAT-40 CVC Candida spp. Candida parapsilosis
CAT-48 CVC Candida spp. Candida albicans
CAT-89 CVC Candida parapsilosis Candida parapsilosis
CAT- 100 CVC Candida parapsilosis Candida parapsilosis

Con ambas técnicas, en algunos catéteres se aisl6 mas de un agente; en un caso,
por la TM se aisld C. parapsilosis asociada a Citrobacter freundii y Enterococcus faecium, la
misma muestra procesada por la Tl sélo presentd desarrollo del hongos en tanto que el
desarrollo bacteriano fue negativo por los antibidticos presentes en los medios de cultivo

utilizados (Grafico 1).
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BTM =TI
58 59
37 36
8
5 5 6
Bacterianos Fungicos Mas de 1 agente Sin desarrollo

Grafico 1. Comparacion del nUmero de cultivos obtenidos por ambas técnicas. T™M: Técnica de
Maki; Tl: Técnica intraluminal.

Después de la inoculacion de los medios de cultivo con los aislados obtenidos con
la TI, el crecimiento fungico tardé de una a cuatro semanas; con la TM, la velocidad de
crecimiento levaduriforme se presentd en menos de una semana, el nimero de UFC

detectadas en los aislados de la TM fue mayor (Cuadro 18).

Cuadro 18. Numero de unidades formadoras de colonia del primo aislamiento por las
técnicas Intraluminal y de Maki.

No. UFC
Muestra
TI ™
CAT-39 40 >100 000
CAT-40 28 100 000
CAT-48 5 >100 000
CAT-89 35 100 000
CAT-100 27 100 000

Mediante el sistema automatizado Vitek® MS se identificaron los microorganismos

levaduriformes y bacterianos aislados por ambas técnicas (Grafico 2).
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» Staphyloccocus aureus

* Pseudomonas aeruginosa
® Escherichia coli

* Acinetobacter baumanii

® Staphylococcus epidermidis

® Candida parapsilosis

® Klebsiella pneumoniae

® Staphylococcus warneri
M Enterobacter cloacae

® Candida albicans

m Otros

® Sin desarrollo

Gréfico 2. Porcentaje de las especies recuperadas de catéteres por la Técnica de Maki.

Los aislados obtenidos por la Tl, se les realizaron pruebas fenotipicas manuales.
Con estos métodos, ademds de completar la identificacién fungica se puede diferenciar C.
dubliniensis de C. albicans, levaduras que por los métodos automatizados no presentan

ninguna diferencia.

Identificacion fenotipica de los aislados de Candida sp.

La promocidn del crecimiento en medios de primo aislamiento como el ADS-CFX
fue positiva para todos los aislados. En el medio ADS-CC no hubo desarrollo de Candida

parapsilosis (Figura 18).
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Figura 18. Cultivos de Candida parapsilosis en (a) ADS-CFX y (b) ADS-CC; Candida albicans se
desarrolla muy bien en ambos medios (c) y (d).

Para la identificacidén presuntiva de las especies de Candida obtenidas, mediante el
uso de medios cromdégenos: CH y ABC. La coloracién en ABC se observd una semana
después de la inoculacién, a diferencia del CH. En ambos medios cromdgenos las especies
de Candida parapsilosis desarrollaron un color ligeramente beige, mientras que Candida

albicans desarrollo una coloracidn verde (Figura 19).
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Figura 19. Crecimiento de (a) C. albicans y (b) C. parapsilosis en ABC. Crecimiento de (c) C.
albicans y (d) C. parapsilosis en CH.

Para la diferenciacién del aislado CAT-48 CVC entre C. albicans y C. dubliniensis se
realizaron pruebas fenotipicas ya establecidas. Las colonias de C. albicans en AT
produjeron colonias marrén claro, de superficie lisa, brillantes y de contorno irregular. En
la morfologia microscdpica se hallaron escasos (+) clamidoconidios unicos (Figura 20). El
crecimiento en APD fue abundante a diferentes temperaturas. La interpretacion mostré

gue se trataba de Candida albicans.
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Figura 20. (a) y (b) examen directo de crecimiento en AT de C. albicans, clamidoconidios Unicos
escasos (100x).

El resultado anterior fue corroborado por medio del estudio de termotolerancia
esto para concluir si la cepa de la muestra CAT-48 era C. albicans, en la cual, se observo la
promocién positiva del microorganismo sobre la superficie del medio de cultivo APD

(Figura 21).

Figura 21. Crecimiento de Candida albicans a temperaturas de (a) 45°Cy (b) 25°C.
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Estudios de sensibilidad antifungica.

En el Cuadro 19 se muestran los resultados del estudio de sensibilidad realizado a

los cinco aislados levaduriformes frente a seis farmacos. Las CMIs se compararon con los

puntos de corte establecidos en el documento M27-A3 del CLSI y de acuerdo con la

publicacién de Phaller, M. y Cols. (2013).

Cuadro 19. Sensibilidad de los aislados de Candida spp. de catéter venoso central.

Aislado Especie ITZ FLZ VRZ PSZ CSF AMB
CVC-39 C. parapsilosis 0.03 0.125 05 003 05 05
CVC-40 C. parapsilosis 0.06 0.125 0.5 0.06 0.5 0.5
CVvC-48 C. albicans 0.03 0.25 05 003 05 05
CVvC-89 C. parapsilosis 0.125 0.125 0.5 0.06 2.0 2.0
CVC-100 C.parapsilosis 003 0125 20 003 10 05

Clave de colores: rojo: resistentes R, azul: sensible dosis dependiente SDD, gris: sensibles S.

El 100% de los aislados fungicos presentaron sensibilidad frente a los triazoles: ITZ,
FLZ y PSZ. El 20% de los aislados presenté resistencia a VRZ, siendo C. parapsilosis (CVC-
100) la cepa resistente, mientras que el resto incluyendo C. albicans fueron sensibles dosis
dependiente al farmaco mencionado. Se realizé la evaluacién del efecto de una

equinocandina, en este caso caspofungina, sélo un aislado de C. parapsilosis (CVC-89) fue

resistente, mismo que presentd resistencia a AMB.
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8. DISCUSION

El aumento del numero de pacientes que requieren la implantacién de un catéter
vascular ha llevado a un creciente interés en las infecciones relacionadas con estos
dispositivos médicos. El 87% de los casos de infecciones del torrente sanguineo se
relacionan con la utilizacién de lineas vasculares, los agentes principales son bacterias, sin
embargo, el uso de catéteres, constituye un factor de riesgo para el desarrollo de
candidemia, que en los ultimos afios se ha convertido en la cuarta causa mas comun de

infecciones nosocomiales (128).

Para el diagndstico de este tipo de complicaciones, Maki y Cols. (27), desarrollaron
una técnica de cultivo semicuantitativa de puntas de catéter, actualmente éste método es
empleado en numerosos laboratorios, incluyendo los de México. A pesar de la sensibilidad
de la TM para la deteccién de microbios en catéteres, el aislamiento de especies de origen
fungico, de acuerdo con algunos investigadores es menor que la cantidad real de

infecciones reportadas en la literatura internacional (129), (130), (131).

En una tesis dirigida por Manzano-Gayosso y realizada por Pérez Allende, tomando
muestras intraluminales de puntas de catéter de pacientes atendidos en el Hospital “Dr.
Dario Fernandez Fierro” ISSSTE, sembradas en ADS-CIP, ADS-CC, ABC y CH, se aislaron
levaduras del género Candida en el 35% de las muestras procesadas porcentaje superior al
obtenido con la técnica de Maki (14%) (110), este hecho, origind la inquietud de
comprobar sus resultados con los que pudieran obtenerse de los pacientes del HE y que

pudieran estarse subdiagnosticando las infecciones fungicas.

De acuerdo con los resultados de esta investigaciéon y pese a la utilizacién de
medios selectivos para hongos, el porcentaje de levaduras aisladas con la técnica
modificada fue de 5%, cifra igual a la obtenida con la TM; por lo que no se logré

comprobar lo reportado por Manzano-Gayosso y Cols. (110).
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Entre las hipdtesis para explicar la diferencia en los resultados de ambas
investigaciones tenemos: a) el procesamiento de las muestras por la TM en el Laboratorio
de Microbiologia del Hospital “Dr. Dario Fernandez Fierro” (ISSSTE) no se realiza de
manera adecuada o b) el equipo (incubadoras) podrian estar descalibrados. Contrario a los
resultados reportados en el HE, el nimero de especimenes fungicos aislados fue el mismo
por ambas técnicas constatando su efectividad, cuando se llevan a cabo en condiciones

controladas.

Los especimenes flngicos aislados correspondieron a especies de Candida,
mayoritariamente Candida parapsilosis (80%) y el resto a Candida albicans (20%).
Numerosas investigaciones clinicas han reportado una prevalencia elevada de
C. parapsilosis en los aislados de sangre y en dispositivos vasculares, a la par ha sido
sugerida la asociacidon de esta especie con las infecciones relacionadas a lineas venosas
centrales. En otros paises, C. albicans sigue siendo la levadura aislada con mayor
frecuencia en E.U.A. (56%) y Europa (53%) (36), (104). La prevalencia de C. parapsilosis ha

sido reportada también en otros trabajos latinoamericanos (132).

La deteccién de C. parapsilosis en las muestras procesadas por ambas técnicas se
debe a distintos elementos en conjunto. Esta levadura es parte de la microbiota cutaneay
repetidamente es la responsable de epidemias de origen exdgeno (133). Con mayor
frecuencia, la contaminacién del catéter se produce por la colonizaciéon extraluminal,

aungue puede inferir la manipulacidn por el personal (134), (135).

Uno de los factores que mas influye en la colonizacidn de las puntas de catéter por
C. parapsilosis de acuerdo con algunos investigadores, es su alta afinidad por materiales
sintéticos, formando biopeliculas extensas en la superficie del catéter, permitiendo su

multiplicacién, permanencia y consecuentemente su diseminacion (128), (135).
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Kojic y Darouich (2003) realizaron un estudio comparativo de la adherencia de
C. albicans y C. parapsilosis en catéteres de silicon, sin encontrar diferencia. Otros factores
relacionados con el dispositivo, tales como el material, la forma y la superficie, pueden
afectar la adherencia de Candida. En un estudio, se investigd la estructura de las
biopeliculas de C. albicans demostrando que su adhesion era dependiente de la naturaleza
de la superficie de contacto (136). Lo que podria explicar el pobre aislamiento de esta
especie a partir de dispositivos médicos en este protocolo y haria pensar que la adhesién a

lineas vasculares depende de la virulencia de cada cepa.

Algo que si es claro, es que la formacion de biopeliculas tiene un impacto clinico
notable, ya que la mortalidad es mayor en pacientes infectados con aislados formadores
de biopeliculas comparados con los infectados por cepas no formadoras de biopeliculas
(51% frente a 32%, respectivamente) (137). Candida parapsilosis sigue siendo considerada
una especie de baja virulencia comparada con otras especies de Candida y generalmente

tiene una baja tasa de mortalidad (138).

En este trabajo, no se investigd la formacion de biopeliculas, por tanto, no
podemos atribuir directamente a esta caracteristica el gran nimero de aislamientos de
C. parapsilosis, es necesario considerar que el incremento de aislamiento de ésta especie
a partir de catéteres en estudios latinoamericanos, sea debido en parte, al mal manejo de

los implantes, comparado con los cuidados que siguen en EUA y Europa.

La implantacién de un dispositivo invasivo per se es un factor predisponente para
el desarrollo de candidemia en el paciente. Otros factores relacionados a los CVC
colonizados por Candida encontrados en esta investigacidon fueron: la administracion de
antibidticos de amplio espectro, padecimientos cronicos como DM2 e insuficiencia renal

cronica, y hemodialisis.
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Las infecciones relacionadas a catéteres son multifactoriales y dada la naturaleza
de Candida como patdgeno oportunista, la mayoria de los factores predisponentes
mencionados se encuentran asociados entre si. Asi mismo, el estado del sistema
inmunitario del paciente es determinante para el desarrollo de infecciones por estos

patégenos.

Uno de los factores determinantes en una infeccion por Candida es la
administraciéon de antibidticos de amplio espectro en dosis elevadas, contribuyendo a la
disminucion de bacterias permitiendo asi la proliferacién excesiva de Candida. Los
padecimientos crénicos como DM2 e insuficiencia renal crénica juegan un papel
importante. McKane y Cols. (2014) encontraron que la inmunosupresidon en los pacientes
puede estar relacionada con la hiperglucemia, dado que disminuye la funcién de
neutrdfilos y monocitos, la adhesidn, la fagocitosis, el estallido respiratorio, y la funcién

bactericida (139).

La insuficiencia renal crénica es una de tantas complicaciones en pacientes con
DM2. Los pacientes con insuficiencia renal igualmente presentan alteracién de los
mecanismos de defensa, debido en parte al tratamiento con hemodialisis. La uremia y la
inflamacién inducida por los filtros de hemodidlisis pueden causar estrés oxidativo y
activacion de la apoptosis en las células, con disminucion del nimero de linfocitos T,
ocasionando un déficit de inmunidad celular y favoreciendo la aparicién de infecciones

(140) .

Los pacientes dependientes de hemodialisis crénica tienen un riesgo
significativamente mayor a adquirir infecciones nosocomiales que la poblacién general del
hospital; el aumento del riesgo es reflejo de un sistema inmunolégico deteriorado. La
infeccion adquirida en el hospital mds comun en esta poblacidon es la infeccion del

torrente sanguineo (141).
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En México, generalmente no se hacen estudios de sensibilidad a los aislados y la
terapia antifungica se prescribe de manera empirica, esto es un factor de riesgo para fallas
terapéuticas, pues al no tener un estudio completo del agente causal, existe la
probabilidad de desarrollar resistencia a los farmacos empleados. Los antifungicos mas
comunes indicados en las candidemias son el FLZ (67.7%), la CSF (38.1%) y el VRZ (6.7%)
(110).

En este estudio, el farmaco que presentd mayor actividad en la inhibicién de las
especies Candida fue el VRZ. Generalmente, las cepas de C. albicans suelen ser resistentes
a los triazoles. En esta investigacién se encontré que contrario a lo reportado
internacionalmente C. albicans al igual que C. parapsilosis fueron sensibles a todos los
triazoles, la inhibicidn del crecimiento frente al ITZ, FLZ y PZC fue del 100%. La resistencia
in vitro de C. parapsilosis a VRZ es rara, los primeros informes demuestran 100% de
sensibilidad. Aunque recientemente, un andlisis de 9371 aislados de C. parapsilosis mostré
qgue 1,9% eran resistentes al fdrmaco, sin embargo, este antimicotico es atil ya que incluso

36,7% de los aislados resistentes a FLZ fueron sensibles a VRZ (142), (143).

Fue notable que uno de los cuatro aislados estudiados de C. parapsilosis fue
resistente a CSF. La base de esta resistencia al fdrmaco aln no se entiende claramente,
posiblemente influyen las diferencias estructurales en los componentes de la pared
celular, la afinidad reducida para el complejo de proteina de glucano sintasa, o una

diferencia en su red de regulacién (143).

La resistencia a AMB de los aislados de C. parapsilosis también fue de 20%; se han
publicado informes de casos individuales que documentan la resistencia de AMB en cepas
infectantes durante el tratamiento; otros estudios han reportado resistencia in vitro de C.

parapsilosis a AMB a una tasa de 2 a 3% (143).
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La importancia de la determinacidn de sensibilidad antifingica de cualquier aislado
micotico de tejidos profundos, radica en la necesidad de identificar los patrones de
resistencia de los agentes causales de fungemias en los pacientes con diversos factores de
riesgo como la implantacion de un catéter, para poder brindarle una mejor opcién

terapéutica.
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9. CONCLUSIONES

El nUmero de aislados fungicos tanto por la técnica de Maki y la técnica intraluminal en
este estudio, fue de 5.0%. Dado que, no existe una diferencia entre la frecuencia de
aislados obtenidos por ambas técnicas y tomando en cuenta la relacidon costo-
beneficio, podemos considerar la técnica de Maki como la mejor opcién para el
diagndstico de colonizacién por levaduras en puntas de catéter en pacientes del HE,
pues su procedimiento es sencillo, rapido y la utilizaciéon de insumos es menor en

comparacion con la Tl.

Acorde con lo reportado mundialmente el aislamiento de agentes micéticos a partir
del segmento distal de un catéter fue minoritario. Asimismo, la especie de Candida
predominante fue C. parapsilosis (80%) y no C. albicans (20%), como se habia previsto.
El 20% de los aislados fungicos presentd resistencia a los antifungicos. Contrario a lo
publicado internacionalmente C. albicans fue sensible a los farmacos ensayados vy

C. parapsilosis presenté resistencia frente a 3 de los antimicéticos (VRZ, CSF, AMB).
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11. ANEXO

Tincion de Gram

Se emplea para tefir productos bioldgicos como liquidos, exudados de lesiones,
improntas y macerados de biopsia. Los hongos se tifien de color violeta, a excepcién de

Cryptococcus, y se diferencian de otros microorganismos por su tamaiio.

1. Hacer un frotis y fijarlo con calor.

2. Cubrir con cristal violeta durante un minuto y lavar con agua corriente.
3. Cubrir con lugol durante un minuto y lavar con agua corriente.

4. Agregar 2 a 3 gotas de alcohol-acetona, durante 3 segundos y enjuagar.

5. Cubrir la preparacidon con safranina durante 30 segundos y lavar con agua, dejar
secar.

6. Observar al microscopio con el objetivo de inmersion.

Tubo Germinativo

Se usa para diferenciar a C. albicans y C. dubliniensis de otras especies, ya que

éstas forman tubos germinativos en un lapso de 2 a 3h en condiciones adecuadas.

Procedimiento:

1. Suspender una pequefia porcidn de una colonia aislada de levadura en 0.5 mL de
suero.

2. Incubar durante a 37°C por 2 horas.

3. Tomar una gota y realizar lectura al microscopio, en busca de tubos germinales.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar Dextrosa Sabouraud (BD BIOXON®)

Medio de cultivo estandar utilizado para el aislamiento y mantenimiento de

hongos saprobios y patégenos.

Componentes
Peptona de caseina 50¢g
Peptona de carne 50¢g
Dextrosa 40.0¢g
Agar 150¢g

pH final 5,6 £ 0,2

Preparacion:

Suspender 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar de
10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspensidon uniforme. Calentar
agitando frecuentemente y llevar a ebullicién durante un minuto. Distribuir y esterilizar a

121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar y verter en cajas Petri.

Agar Dextrosa Sabouraud con antibidticos (BBL™ Mycosel™)

Medio de cultivo selectivo utilizado para el aislamiento de la mayoria de los hongos
patégenos. La cicloheximida inhibe el desarrollo de los hongos contaminantes y el

cloranfenicol inhibe el crecimiento de las bacterias.
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Componentes

Harina de soja digerida por enzimas 10.0g
papaicas

Dextrosa 10.0g
Agar 15.5g
Cicloheximida 0.4g
Cloramfenicol 0.05g
pH6,9+2,0

Preparacion:

Suspender 36 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar de
10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspension uniforme. Calentar
agitando frecuentemente y llevar a ebullicién durante un minuto. Distribuir y esterilizar a

121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar y verter en cajas Petri.

CHROMagar Candida™

Medio selectivo para el aislamiento, diferenciacién e identificacidon presuntiva de
levaduras. La inclusidon de sustratos cromdgenos ante la presencia de actividad enzimatica
especifica de las levaduras producen un color determinado. Las enzimas que se revelan
son hexosaminidasa y fosfatasa alcalina; la primera estd presente en Candida tropicalis, C.
albicans y Candida dubliniensis, en tanto que Candida krusei posee fosfatasa alcalina,
otras especies también pueden presentar discreta actividad de esta ultima enzima y la
variacion en la tonalidad depende del sustrato cromdgeno y la pigmentacién natural de la

levadura.
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Componentes
Cromopeptona 10g
Glucosa 20g
Mezcla cromdgena 2.0g
Cloranfenicol 0.5g
Agar 15g
Agua destilada 1000mL

Preparacion:
Suspender 47.7 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Calentar
agitando frecuentemente hasta obtener una mezcla homogénea, llevar a ebullicién

durante 2 minutos. Dejar enfriar y verter en cajas Petri.

Agar Brilliance™ Candida

Medio selectivo diferencial para el aislamiento e identificacion de especies de
Candida clinicamente importantes. Los sustratos cromégenos que utiliza para evidenciar
la actividad enzimatica de las levaduras son el X-NAG que detecta la actividad de la enzima
hexosaminidasa presente en C. tropicalis y en C. albicans/C. dubliniensis. El BCIP, que
detecta la actividad de la fosfatasa alcalina presente en C. krusei. Ademds cuenta con
otros sustratos que hacen que en lugar de azul, C. albicans/C. dubliniensis aparezcan de

color verde.

Componentes
Peptona 40¢g
Mezcla Cromogéna 13,6g
Agar 136¢g

pH final 6,0 £ 0,2
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Preparacion:

Suspender 15,6 g de medio deshidratado en 500 mL de agua destilada. Mezclar
cuidadosamente y llevar a ebullicién agitando frecuentemente. Este medio NO se puede
esterilizar en autoclave, por lo que una vez preparado se debe enfriar y colocar en placas

Petri estériles.

Agar Tabaco (Khan)

Medio de cultivo diferencial para C. albicans y C. dubliniensis.

Componentes
Tabaco Natural 50.0¢g
Agar 150¢g

Agua destilada 1000 mL

Preparacion:

Hervir 50 g de tabaco natural en 1000 mL de agua destilada, filtrar y recuperar el
volumen inicial. Agregar el liquido resultante en un matraz con 20 g de agar, calentar
hasta obtener una mezcla homogénea. Ajustar a pH 5.0, esterilizar 15 minutos a 121° C.

Dejar enfriar y verter en cajas Petri.

Agar Harina de Maiz adicionado con Tween 80

Se utiliza para la produccién de seudohifas e hifas de algunas especies de Candida.
El Tween 80 se incorpora para favorecer la produccién de clamidoconidios de C. albicans y

de C. dubliniensis.
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Componentes
Harina de maiz 62.5¢g
Agua destilada 1500 mL
Agar 190¢g
Tween 80 15.0 mL

pH6.0£2.0

Procedimiento:

En 1500 mL de agua destilada disolver la harina de maiz, dejar reposar a
temperatura ambiente durante 15 minutos, filtrar y reconstituir el anterior volumen.
Afadir 19.0 g de agar, calentar hasta disolverlo y agregar 15.0 mL de Tween 80,
homogenizar. Esterilizar la mezcla durante 20 minutos a 121° C. dejar enfriar y verter en

cajas Petri.

Agar Papa Dextrosa

Medio para la estimulacidon de la formacién de clamidoconidios, utilizado con

frecuencia en microcultivos para observar las caracteristicas morfolégicas.

Componentes
Infusién de papa 200 g
Dextrosa 10.0g
Agar 150¢g
(comercial: 39g para 1000mL de agua

destilada)

Preparacion:
Pelar la papa y cortarla en pedazos finos, poner en ebullicion durante 30 minutos,
filtrar a través de una gasa y reponer el volumen anterior, afiadir el agar y la glucosa,

disolver por calentamiento. Esterilizar a 120° C durante 15 minutos.
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