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RESUMEN

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos sésiles unidos a un sustrato o una interfase, embebidas
en una matriz de sustancia polimérica extracelular de autoproduccion y exhiben un fenotipo alterado y con alta
tolerancia a los antimicrobianos. Los modelos de biopeliculas en hongos mas estudiados son los formados por
algunas de las especies de Candida. Estas especies son levaduras oportunista, comensales de la piel y mucosas
del sistema gastrointestinal y genitourinario. Estos microorganismos cuentan con diversos factores de
virulencia como las biopeliculas, que favorecen la colonizacion de superficies y tejidos. Las especies de Candida
son la primera causa de infecciones nosocomiales de origen fiingico y el uso de catéteres es uno de los factores

de riesgo mas importantes para desarrollar infecciones sistémicas.

El objetivo de este trabajo fue conocer la capacidad de diferentes especies de Candida para formar biopeliculas
sobre cuatro tipos de superficies de catéteres (venoso central, tipo Foley, tipo Mahurkar, tipo Tenckhoff).
Reconocer si la rugosidad y/o la energia de la superficie de los catéteres influyen en la formacion de la
biopelicula desarrollada por diferentes especies de Candida y el patron de sensibilidad a anfotericina B,

caspofunginay posaconazol.

Se establecio la biopelicula de 49 aislados clinicos de diferentes especies de Candida (C. albicans (N=20), C.
glabrata (N=10), C. guilliermondit (N=2), C. krusei (N=2), C. parapsilosis (N=10) y C. tropicalis (N=9)) sobre
fragmentos de las cuatro distintas superficies plasticas, se cuantifico por ensayo de actividad metabdlica, se
observaron por microscopia de florescencia y electronica de barrido. A cada uno de las superficies se les
determin6 el grado de rugosidad y la energia de superficie. Los aislados de Candida spp. se clasificaron segiin
su capacidad para formar biopelicula bajo los criterios de fuertes, moderados, débil y nulos formadores. Por
microdilucion en caldo se realizo la prueba de sensibilidad a anfotericina B, caspofungina y posaconazol sobre la

biopelicula formada por C. albicans, C. glabratay C. tropicalis sobre las diferentes superficies.

La rugosidad de la superficie no mostré un efecto en la adhesion de las levaduras. El catéter venoso central fue
la superficies con la menor energia de superficie y sobre la que se desarrollé mayor biopelicula después de 72 h.
Las especies con mayor capacidad de formacion de biopelicula fueron C. albicans y C. tropicalis sobre catéter
venoso central. El 10% de los aislados se comportaron como fuertes formadoras de biopelicula al final del

experimento




De manera general, las biopeliculas desarrolladas por las especies de Candida, mostraron valores de
resistencias para AMB (1.8 £ 0.59 pg/mL), CSF (1.02 + 0.35 pg/mL ) y PSZ (3.87 = 1.087 pg/mL) en la

mayoria de las superficies probadas, principalmente los aislados de C. albicansy C. tropicalis.



ABSTRACT

The biofilms are communities of sessile microorganisms attached to a substrate or to each other or an interface,

embedded in a self-produced matrix of extracellular polymeric substances and exhibit a phenotype altered with

high tolerance to antimicrobials. The most studied fungi biofilm models are those formed by some species of

Candida.

These species are opportunistic yeast, normally reside on the skin, the mucous membrane of gastrointestinal
and genitourinary tract; Candida spp. have different virulence factors such as biofilms, they help colonize the
surfaces and tissue. Candida spp. are the most common cause of nosocomial infection of fungal origin and the

catheter is one the most important risk factor for development bloodstream infection.

The aim of this study was to know the ability of different Candida species to form biofilms on four types of
catheter surfaces (central venous, type Foley, type Mahurkar, type Tenckhoff). Recognize if the roughness
and/or surface energy of the catheters, influence biofilm formation by different Candida species, and the

determinate of susceptibility profile to amphotericin B, caspofungin and posaconazole.

The biofilms were developed with 49 clinical isolates of different Candida spp. (C. albicans (N=20), C. glabrata
(N=10), C. guilliermondii (N=2), C. krusei (N=2), C. parapsilosis (N=10) y C. zropicalis (N=9)), on the
fragments of four plastic surfaces; the biofilm was quantified for metabolic assay, observed with scanner
electronic microscopy and fluorescence microscopy. Also, each of the surfaces were determined the roughness
and the surface energy. The classification of isolates for their ability to develop biofilm was established under
the criteria of strong, moderate, weak and null formers. The susceptibility antifungal test was performed by
broth microdilution method for amphotericin B, caspofungin and posaconazole for biofilm of C. albicans, C.

glabrata and C. tropicalis on the four surfaces.

The species with the highest capacity for biofilms formations were C. albicans and C. tropicalis on central venous
catheter. The roughness didn’t showed effect on yeast adhesion. The central venous catheter surface showed the
lowest surface energy and the highest biofilm developed after 72 h. The 10% of the isolates behaved as strong
formers of biofilm at the end of the experiment. In general, the biofilms of C. albicans and C. tropicalis showed

resistance to for AMB, CSF and PSZ in many of the surfaces tested.




1. INTRODUCCION

1.1 Historia del estudio de las biopeliculas

Los microorganismos adheridos a superficies han sido objeto de estudio desde las primeras observaciones
realizadas en los albores de la introduccion del microscopio por Anton van Leeuwenhoek. Este hallazgo quedo
plasmado en las cartas escritas, en el periodo de 1683 a 1708. Louis Pasteur observo agregados bacterianos
implicados en la fermentacion del vinagre a partir del vino, tema en el que trabajo por mas de 20 afios y
posteriormente describi6 a Mycoderma aceti como el agente productor de acido acético, el cual producia una
membrana en el vinagre a la que llamé “mere du vinaigre” o masa gelatinosa (Barnett 2000) (Hoiby N. 2014).
En la Figura 1 se muestra uno de los bosquejos de Louis Pasteur, donde representd los agregados de
microorganismos adheridos a las paredes del instrumento de fermentacion desarrollado y utilizado. Estos
hallazgos han tenido un impacto relevante hasta nuestros dias, en dreas como la industria alimenticia,

farmacéutica y en diversos aspectos médicos (Haiby N. 2014).

(b) DEFOT DE MATIERE COLORANTE
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Figura 1. Ilustraciones de Louis Pasteur (a) Instrumento disenado y construido por Louis Pasteur para el estudio de la
fermentacion del vinagre a partir de vino, realizada por bacterias que crecen en la superficie de las virutas de madera; (b)
Agregados de microorganismos adheridos a las superficies del instrumento de fermentacion (biopeliculas) (Hgiby N.
2014).




En los siglos XIX y XX, el estudio de las biopeliculas no fue de interés entre los microbidlogos, ya que estaban
enfocados en obtener el crecimiento de los microorganismos en forma planctonica y libremente suspendidos,
con la finalidad de identificar al agente infeccioso causante de la enfermedad y cumplir con uno de los

postulados establecidos por Robert Koch (Battin ez a/. 2007).

El paradigma establecido desde los postulados de Robert Koch para la investigacion de los microorganismos fue
desde un punto de vista unicelular, planctonico, en cultivo puro y homogéneo; pero este modelo nos da una
vision sesgada, ya que en ambientes naturales los microorganismos no se encuentran bajo esas condiciones,
esto limita la comprension en las interacciones entre el microorganismo y su ambiente. Generalmente, éstos se
desarrollan en forma de agregados sobre alguna superficie solida; este comportamiento les proporcion6
grandes ventajas tanto en ambientes naturales como dentro de un hospedero, ya que esta forma de crecimiento

es una antigua estrategia de supervivencia (Battin ez /. 2007) (Hall-Stoodley ez @l 2004).

A través de la historia, los métodos para estudiar a los microorganismos se han ido modificando, hasta el re-
descubrimiento de las biopeliculas, que son comunidades adosadas a superficies y se pueden encontrar de
forma abundante en diversos ecosistemas, principalmente acudticos (Battin ezal 2007) (Davey y O’toole,

2000) (Parsek y Fuqua, 2004).

Estas comunidades de microorganismos han jugado un papel muy importante a lo largo de la historia de la
Tierra, los tapetes microbianos (un tipo de biopelicula) posiblemente fueron los primeros ecosistemas en la era
temprana de las Arqueas, el registro fosil de las primeras biopeliculas formadas por procariontes data de mas de

3.3 mil millones de afios en la formacion de Kornberg en Africa (Berlanga y Guerrero, 2016) (Hall-Stoodley

etal 2004).

Diversos microbiologos retomaron el estudio de las biopeliculas formadas por bacterias basados en la teoria de
que el 99% de las bacterias crecen formando estas estructuras (Nazar 2007). De los primeros trabajos
realizados fue el de Henrichi AT (1933) colocando portaobjetos en cuerpos de agua dulce, observo la
formacion de una pelicula uniforme de bacterias (Henrici 1933); Zobell CE y Allen EC (1935) quienes
trabajaron en cuerpos de agua salada sumergiendo una laminilla de vidrio, demostraron que aproximadamente
30 millones de bacterias se adhiricron en una superficie de 6.25 cm® en 24 h (Zobell y Allen, 1935). Angst EC
(1922) realizo observaciones de los microorganismos adheridos en la parte baja de los cascos de los barcos

(Hoiby N. 2014) (Hall-Stoodley ez al. 2004).




El estudio formal de las biopeliculas estd descrito desde finales de la década de los 70’s del S. XX,
incrementando en el nimero de investigaciones en la década de los 90’s hasta la actualidad. El Dr. JW
Costerton fue uno de los pioneros en el estudio de estas estructuras, él'y su grupo de trabajo fueron los que
nombraron a las microcolonias adheridas a una superficie como “biopeliculas™. Los estudios se enfocaron en
comprender la interaccion de las bacterias con los diversos ambiente que las rodean, como por ejemplo sobre

una roca, en un dispositivo médico o en el tejido humano (McLean, Lam, y Graham, 2012).

En la década de 1970, en el campo de la medicina, por primera vez se puso de manifiesto el vinculo entre la
etiologia de los agregados bacterianos de 2. aeruginosa rodeados de una gran cantidad de material cohesivo en
una infeccion pulmonar persistente; hallazgo demostrado en un examen microscopico de esputo de un paciente
con fibrosis quistica (Hgiby N. 2014), posteriormente se evidencié la resistencia incrementada a los
antimicrobianos en los microorganismos formadores de biopeliculas en comparacion con los del estado

planctonico (Figura 2) (Nickel ezal 1985).

1.2 Definiciones de biopeliculas

La palabra biopelicula (biofilm en inglés) procede del hibrido (griego/latin): bio “vida”, pelicula (traduccion

“film”): pell “piel”; cula “pequeiia” (Cortes-Gabaudan y Urefia-Bracero, 2011).

En los estudios iniciales de las biopeliculas se creia que los microorganismos marinos eran los tnicos que
podian formar estas estructuras; por la connotacion del término “pelicula” que se referia a la capacidad de
adhesion, agregacion y multiplicacion de los microorganismos en una superficie; este término se utilizé para
distinguir a los microorganismos que se encontraban adheridos (sésiles) de los libres nadadores (planctonicos)

(Hoiby 2014).




Figura 2. Imdgenes obtenidas del trabajo original de Hoiby

N (1977) (a) Colonias de 7. aeruginosa, mucoides (largas) y

no mucoides (cortas) aisladas de paciente con fibrosis

. quistica. (c) Pulmén de una paciente con fibrosis quistica e

infeccion cronica por biopelicula de 7. aeruginosa. (b)

" Tincion de Gram de una muestra de esputo de paciente con
fibrosis quistica (Hoiby N. 2014).




Las biopeliculas pueden definirse de una manera sencilla, simple y general como una comunidad de

microorganismos que se encuentra adherida a una superficie bidtica o abiotica (O Toole ez @/ 2000).

Costerton y cols, las definieron como una comunidad de bacterias adheridas a una superficie embebidas en una
matriz “glicocdlix” (Costerton ez al. 1978); posteriormente ampliaron la definicion especificando que son una

poblacion de bacterias adheridas unas a otros y/o a una superficie o en la interfase (Costerton ez al. 1995).

La definicion fue cobrando complejidad dependiendo del enfoque de cada uno de los estudios, para dar
prioridad a alguna caracteristica en particular, por ello, también se consideré un consorcio estructurado de
células microbianas rodeadas de una matriz de polimeros de produccion propia y éstas son de origen mono

especie o multi-especie (Hoiby N. 2014).

Una biopelicula también se refiere a un ensamblaje de células microbianas, las cuales se encuentran firmemente
adheridas a una superficie y estan rodeadas por una matriz de substancia polimérica extracelular, en dicha
matriz podemos encontrar diversos componentes no celulares que dependen del ambiente donde se desarrollen
como: minerales cristalizados, particulas de corrosion, particulas de limosas y arcillosas o componentes

sanguineos (Donlan 2002).

Desde un enfoque médico es “un grupo de células “bacterianas’ embebidas en una matriz extracelular, las cuales
presentan una alta tolerancia a los agentes antimicrobianos y al sistema inmunoléogico del hospedero, que su

contraparte planctonica” (Bjarnsholt 2011).

En el ano 2002, Donlan RM y Costerton JW (Donlan y Costerton, 2002) ampliaron el concepto de biopelicula
como una comunidad sésil formada por microorganismos que se unen irreversiblemente a un sustrato o
interfase, los cuales estain embebidos en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares de autoproduccion
y exhiben un fenotipo alterado con respecto a la tasa de crecimiento y la transcripcion de genes en comparacion

con su contraparte planctonico.




1.3 Las biopeliculas como un sistema complejo

Los microorganismos regularmente se ven como simples “criaturas” cuando éstos se comparan con los
organismos “superiores”, aunque se ha demostrado que los microorganismos también presentan una

diferenciacion y comportamiento (O’ Toole ez al 2000).

La capacidad de formar biopeliculas es una caracteristica en el linaje filogenético mas antiguo del grupo de las
arqueas y de las bacterias; ademdas desde el punto de vista adaptativo y evolutivo estas estructuras proveen un
equilibrio a los microorganismos que las desarrollan, frente a un ambiente cambiante y a condiciones adversas

de temperatura, pH extremo y la exposicion a radiacion ultravioleta (Hall-Stoodley ez @/ 2004).

La propiedad de desarrollar biopeliculas facilita las interacciones complejas entre un grupo de células
individuales, en un microambiente estable que favorezca las vias de sefializacion y movilidad quimiotactica. Para
que se de este tipo de sefializacion se requiere un contacto entre las células, la adhesion a una superficie permite
anclarse a un sustrato y concentrar los nutrientes (Hall-Stoodley ez @/ 2004). Hall-Stoodley y cols demostraron
la importancia de conocer el origen natural y evolutivo de las biopeliculas, para desarrollar estrategias de control
contra la formacion de estas estructuras (Hall-Stoodley ezal 2004). Diversos autores sefialaron que en
ambientes naturales predominan las biopeliculas multi-especie, mientras en los dispositivos médicos

generalmente son mono especies (Donlan 2002) (Donné y Dewilde, 2015) (O’Toole ez al. 2000).

Los microorganismos que cuentan con la capacidad de formar biopeliculas, presentan un comportamiento
morfologico y genéticamente distinto que su contraparte planctonica, lo cual les conferird una rapidez vy
flexibilidad para adaptarse a diversos ambientes, esto puede estar relacionado con una regulacion genética, por

mecanismos de seleccion o por ambos, lo cual les otorga una indudable ventaja (Hall-Stoodley ez @/ 2004).



Las caracteristicas fundamentales de las biopeliculas son (McCarty ez al. 2014):

* Estructura tridimensional.

* Formadas por una o mds especies.

* Desarrolladas en las interfases del sistema (solido/liquido, liquido/aire, liquido/liquido o
solido/aire).

* Son estructuras heterogéneas dependientes del ambiente circundante.

* Cuentan con un sistema de canales denominado “sistema circulatorio”.

* Le confieren a los microorganismos resistencia a los agentes antimicrobianos y al sistema

inmunoldgico del hospedero.

1.4 Estructura de las biopeliculas

La biopelicula esta compuesta por un 97% de agua, proporcionando proteccion para evitar la desecacion. Las
caracteristicas y la estructura pueden cambiar, dependiendo del ambiente donde se desarrolle y varia a través del
tiempo. Algunos autores han propuesto que la estructura es el reflejo de su funcion (Lewandowski y Beyena,
2007). Para explicar la complejidad estructural de la biopelicula se han llevado a cabo estudios en los que se
incluyeron diversos aspectos morfologicos y moleculares (Hall-Stoodley ezal. 2004). La alta complejidad,
también se debe a la formacion de diferentes estructuras como huecos, canales, cavidades, poros y filamentos,
asi como la disposicion de los microorganismos, agrupados en racimos o en capas (de Beer ez @/ 1994). La
integridad de esta estructura depende de la produccion de la matriz extracelular formada por los
microorganismos; aunque muchas de las caracteristicas quimicas y fisiologicas estan relacionadas con los
microorganismos que la conforman y el ambiente que los rodea (McCarty ez a/. 2014). La estructura formada va
ser la 6ptima bajo las diferentes condiciones para controlar la distribucion y afluencia de los nutrientes desde las
capas mas internas hacia las mds externas, asi como la salida de los materiales de desecho; por ello, hay una

relacion entre la complejidad, la funcion y la forma (Hall-Stoodley ez @/ 2012) (Lewandowski y Beyena, 2007).

La arquitectura de las biopeliculas puede cambiar por factores externos, como las condiciones ambientales o
por los factores internos como el perfil genético de los microorganismos que las conforman. Cada especie

puede actuar de diversas maneras frente a un mismo estimulo ambiental (Donné y Dewilde, 2015); por




ejemplo, la biopelicula formada por 7. aeruginosa va a depender del nutriente disponible en el medio, ya que si
hay glucosa, la forma es abultada o en forma de hongo; mientras que la forma plana esta influida por la presencia
de citrato como fuente de carbono (Klausen ezal 2003). Por otro lado, en Escherichia coli y Myxococcus
xanthus se ha observado que en respuesta a la disponibilidad de los nutrientes pueden pasar de un estado
plancténico a sésil y regresar a planctonico (O Toole ezal. 2000). Para la formacion de las biopeliculas se han
descrito genes esenciales, los cuales estan relacionados con la regulacion de su desarrollo (Cuadro 1). La
senalizacion celular puede mostrar algin control en la diferenciacion de la biopelicula, lo cual puede verse

reflejado en la disminucion del crecimiento bajo diferentes condiciones de nutrientes (Hall-Stoodley ez al

2004,).

Cuadro 1. Genes involucrados en el desarrollo de las biopeliculas.

Especie Genes Funciéon Referencia
(Colvin ezal. 2012) (Reinhart y
Oglesby-Sherrouse, 2016)
(Colvin ezal 2012) (Reinhart y
Oglesby-Sherrouse, 2016)

. Biosintesis de hidrogeno de .
P. aeruginosa henABC T T (Chowdhury y Bagchi, 2016)

P. aeruginosa st (12 genes) Formacion de exopolisacarido ps/

P. aeruginosa pel (7 genes)  Formacion de exopolisacarido pe/

E. coli JfimA Formacion de fimbrias (Kim ezal 2013)
7 coli T De.sarroll'O de la biopelicula y (Kim ezad. 2013)
resistencia

Streplococcus QS y desarrollo de la biopelicula  (Yoshida ezal. 2005)
mutans
Staphylococcus L 7 renesy Folisacirido e adhesion (g yon o 0r 2004)
aureus intercelular

uls (Finkel 'y Mitchell, 2011)
Candida albicans Proteinas de adhesion (Sheppard ez al. 2004)

haon] Promueve la adhesion a células (Aratdjo es @l 2017) (Staab er

r epiteliales al. 1999)
: o Filamentacion y formacion de .

Candida tropicalis  efgl biopeliculas (Araujo ez al 2017)
Candida glabrata  epab Adhesion a la pared (Aradjo ezal. 2017)

ksl Sintesis de matriz extracelular (Aratjo ezal. 2017)



En la Figura 3 se muestra los cuatro componentes que conforman un sistema de biopelicula:
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Figura 3. Diagrama de los componentes
generales de un sistema de biopeliculas. 1)
Sustrato o superficie donde se va a
desarrollar. 2) Microorganismos. 3) Fase
liquida. 4) Fase gascosa. 5) sustancia
polimérica extracelular (SPE).

El estudio de las biopeliculas puede basarse en la caracterizacion de uno o varios de los componentes
(Lewandowski y Beyena, 2007). Por ello es importante considerar que todos son factores determinantes desde
la primera fase de formacion de la microcolonia. También se tiene que considerar la hidrodindmica del sistema
acuoso, las caracteristicas del medio liquido y de la superficie, asi como propiedades intrinsecas de los

microorganismos (Donlan 2002).

Bajo las condiciones adecuadas la mayoria de las bacterias, hongos levaduriformes o filamentosos, algas y
protozoarios pueden formar biopeliculas (Donné y Dewilde, 2015). Diversos autores han demostrado que la
mayoria de las especies de importancia médica como S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus spp. y C. albicans
pueden formar biopeliculas (Donné y Dewilde, 2015) (Hall-Stoodley eral. 2004). Las biopeliculas
conformadas por multi-especie, se da una competencia por los nutrientes y el oxigeno del ambiente, siendo las
células de las capas mas externas las que presentan una exposicion mayor a los cambios ambientales y agentes

toxicos (Donné y Dewilde, 2015).

De los componentes mas importantes de las biopeliculas es la matriz extracelular, la cual fue descrita
inicialmente como una masa de fibras integrada por polisacaridos que van desde la superficie celular formando
una malla denominada “glicocilix” (Costerton ezal. 1978), cuya funcion principal es mantener unidas a las
células y fijarlas a un sustrato; posteriormente con el andlisis con microscopia electronica de barrido (MEB) se
pudo corroborar la naturaleza de dicha matriz (Flemming 2016). Aunque el término “glicocélix” rdapidamente
quedé en desuso; la matriz fue renombrada como sustancia polimérica extracelular (SPE), la cual estd

constituida por polimeros organicos de origen microbiano, y son los responsables de la union entre las células y




cohesion de los componentes, asi como la adhesion al substrato en un sistema de biopelicula; posteriormente se
incluyeron otros componentes como proteinas, dcidos nucleicos y lipidos (Flemming 2016) (Flemming, Neu, y
Wozniak, 2007). Algunos autores han calculado que entre el 15 y el 20% de la masa de una biopelicula
corresponde a los microorganismos, mientras que hasta un 80% del peso es de la SPE, la cual esta conformada

por capas delgadas de material adhesivo y cohesivo que rodean y protegen las células de factores daiinos que sc g 2

encuentran en el ambiente circundante (Donné y Dewilde, 2015). La composicion SPE va depender diversos
factores como la especie que la forme, la superficie y el medio ambiente en el que se desarrolle (Cuadro 2)

(Donné y Dewilde, 2015). La cantidad de polisacaridos y proteinas son los que van a determinar la viscosidad

de esta matriz (Flemming et al. 2007).

Cuadro 2. Componentes de la sustancia polimérica extracelular de Z. coli; C. albicansy C. tropicalis.

Componente E. coli' C. albicans ***° C. tropicalis *
Polisacaridos Celulosa B-1,3 glucano
Acido colénico B-1,6 glucano
Poli-B-1,6-N-acetil-glucosamina 1.6 manana Carbohidratos
(PGA) ’
Lipopolisacaridos Glucosa
Proteina/Enzimas Flagelina (flagelos)
Apéndices Curlin (curli) N/D N/D
Fimbrina (fimbria)
Proteinas de Ag43 adhesina Lipasas Lipasas
superficie AidA Fosfolipasas Fosfolipasas
TibA ADNasas ADN asas
Acidos nucleicos ADN extracelular ADN extracelular ADN extracelular
M?lc.cula§ , de Acil-homoserina lactona (AHL) Farnesol N/D
senalizacion
Otros Agua Agua Agua
Nutrientes Nutrientes Nutrientes
Moléculas antimicrobianas Hexosamina Hexosamina
Iones (ambiente) Moléculas antimicrobianas Moléculas
Iones (ambiente) antimicrobianas
Iones (ambiente)
N/D no descrito

f(Donné y Dewilde, 2015); *(Nett ezal. 2007); *(Mitchell, Zarnowski, y Andes, 2016); *(Al-Fattani y Douglas, 2006);

’(Albuquerque y Casadevall 2012).



1.5 Formacién de labiopelicula

La compleja arquitectura de una biopelicula es una de las primeras sefales que indican que el desarrollo no es ni
simple, ni uniforme (Hall-Stoodley ez a/. 2004), es decir, es un proceso dindmico y complejo que involucra una
serie de pasos regulados por una red de senalizaciones conectadas a una gran variedad de rutas fisiologicas
como la movilidad, adhesion y la comunicacion controlada de célula a célula por la produccion y secrecion de
moléculas difusibles, auto inducibles (comunicacion microbiana o sistema de quorum sensing (QS)) como la
acil-homoserina lactona y algunos oligopéptidos o en el caso de C. albicans, el farnesol, la respuesta al estrés, la
virulencia y la produccion de SPE (Albuquerque y Casadevall 2012) (Berlanga y Guerrero 2016) (Donné y
Dewilde 2015). Durante la formacion de las biopeliculas se lleva a cabo el ciclo biologico de los
microorganismo, donde cada uno de los estadios esta regulado por el sistema S, el microorganismo cambia su
comportamiento de un estado libre desplazamiento o planctonico a un conglomerado de microorganismos
adheridos, seguido del crecimiento y finalmente el desprendimiento y la dispersion de células (Figura 4)
(Donné y Dewilde, 2015) (O’Toole ezal 2000). Cada uno de estos factores estan relacionados con la

estimulacion de genes transcripcionales y/o metabolicos (Akers ezal. 2015).

Células \/\ Dispersion

nadadoras % ’\\ 4 é

W .
Q Adhesién Maduracion

Figura 4. Ciclo de vida de una biopelicula bacteriana (Tomado y modificado de Abed SE 'y cols (Abed ez a/ 2012)).




Diversos estudios realizados muestran que la formacion de las biopeliculas es un proceso regulado de manera

secuencial. En 7. aeruginosa se han propuesto tres etapas (Cuadro 3) (Donné y Dewilde 2015) (Hall-Stoodley

etal 2012).

Cuadro 3. Ciclo bioldgico de la formacion de la biopelicula en 7. aeruginosa.

Etapa Descripcion
1. Reversible: Fase de contacto y adhesion libre o transitoria de células

planctonicas a la superficie.

Adhesion
2. Irreversible: Fase de adhesion fuerte o intensa de las células
previamente adheridas a la superficie.
Maduracion Crecimiento y agregacion de nuevas células a la microcolonia formada.
_ _ Desprendimiento completo de la biopelicula y/o regreso a estado
Dispersion . . ¢ ! &t

plancténico de algunas células.

La duracion de cada una de las fases va a depender de diversos factores como la o las especies que la estén

conformando, la disponibilidad de nutrientes y los factores ambientales (Hall-Stoodley ez a/. 2004).

En las células fungicas también se ha demostrado un evento similar al observado en las células procariotas, como
se ejemplifica en la Figura 5, la capacidad de las células libres o planctdnicas y las colonias multicelulares unidas

por la SPE y adheridas a un sustrato (Hall-Stoodley ez a/. 2004).

Desarrollo de Maduracion de  Dispersion de

Adhesion la biopelicula  la biopelicula la biopelicula

Figura 5. Ciclo de formacion de una biopelicula establecida en especies de Candida. Tomado y modificado de
Blankenship JR y Mitchell AP (Blankenship y Mitchell 2006).




1.5.1 Adhesion

En esta fase, las caracteristicas de la superficie en la que se va a formar la biopelicula pueden influir en el
desarrollo, por ejemplo, las superficies hidrofobicas (plasticos) son mds favorables que las superficies
hidrofilicas (vidrio o metal) (McCarty ezal. 2014). Los microorganismos planctonicos al detectar una
superficie, buscan las condiciones mas favorables debido a una respuesta fototactica o quimiotactica. Por otro
lado, el movimiento browniano de los microorganismos provoca el contacto inicial con la superficie dando lugar
a la etapa de adhesion; ésta se divide en dos fases: 1. Reversible o adhesion débil, ya que los microorganismo
pueden separarse; 2. Irreversible o adhesion permanente, en este proceso influyen un gran niimero de
interacciones fisico-quimicas como las fuerzas de Van Der Waals, enlaces de hidrogeno y otras fuerzas
electrostaticas gravitacionales y la microtopografia del sustrato; ademds de los factores ambientales como la

concentracion de los nutrientes, el pH, la temperatura y algunos factores bioldgicos (Barraud etal. 2015)

(Donné y Dewilde, 2015) (McCarty ez al. 2014) (Sharma y Rao, 2002).

La interfase que se genera entre el componente solido y la fase acuosa, crea un ambiente adecuado para la
adhesion de los microorganismos (Donlan 2002). Este proceso se divide en dos etapas: A) evento predecible, la
célula se comporta como una particula coloidal; B) etapa que involucra la formacion de los apéndices o flagelos,
los cuales les permiten detectar y dirigirse hacia el sustrato; los apéndices se perderan y posteriormente se
produciran las proteinas de adhesion y la SPE (Barraud eza/. 2015) (Hermansson 1999) (Hori y Matsumoto,
2010). Otro de los factores que pueden determinar la adhesion estd mediado por interacciones especificas y no-
especificas. En las interacciones especificas se incluyen las proteinas de adsorcion; mientras que en las
interacciones no especificas las sustancias proteicas que no interactian con un ligando especifico. La adhesion

es la fase mas importante en el desarrollo de la biopelicula, ya que sin este paso esta estructura no se desarrollara

(Hori y Matsumoto, 2010).

1.5.2 Crecimiento y maduracion

En esta etapa del ciclo de vida, la biopelicula tomara una estructura compleja en tres dimensiones, durante la
maduracion mostrara regulacion positiva, por ejemplo, en la fase de adhesion se da la sintesis de polisacaridos y
posteriormente estos sirven como sefial de reclutamiento para nuevas células, durante esta etapa, la biopelicula
presenta una expresion genética diferenciada entre los genes metabdlicos y los genes encargados de la
produccion de SPE y esto se puede dar por el gradiente de nutrientes o de oxigeno en el ambiente circundante,

resultando en la formacion de una estructura heterogénea (Barraud e @/ 2015).




1.5.3 Dispersion

La ultima etapa en el ciclo biologico de las biopeliculas es la dispersion, en la cual se da la liberacion coordinada

de las células diferenciadas y moviles, denominadas células de dispersion (Barraud ez a/. 2015). Las biopeliculas
presentan varias vias de liberacion: a) desorcion; b) desprendimiento y ¢) dispersion. La desorcion consiste en

una transferencia directa al medio circundante. El desprendimiento involucra diversas fuerzas externas como el
aumento en la corriente del flujo, abrasion o erosion que ocasionaran una ruptura brusca en la estructura de la
biopelicula; mientras que la dispersion es un proceso interno regulado por cambios fisiologicos y sefalizaciones

que generaran la degradacion enzimdtica de SPE o de las proteinas de union a la superficie (Berlanga y

Guerrero, 2016) (Hall-Stoodley ez a/. 2004).

El desprendimiento y dispersion de células especializadas es un evento activo en el ciclo de vida de la
biopelicula; este proceso le permitira la propagacion y colonizacion de nuevos sustratos, promoviendo la
regeneracion y rejuvenecimiento de la poblacion de los microorganismos en el nticleo de la biopelicula. Por otro
lado, también se ha propuesto como un mecanismo evolutivo y adaptativo, generando asi un nuevo ciclo de vida
y por ende una nueva biopelicula. Para algunas especies el desprendimiento de la biopelicula se considera como
parte de un sistema de muerte programada en una subpoblacion celular de la microcolonia (Barraud ez a/. 2015)
(Hall-Stoodley ez al. 2004). En ambientes naturales la dispersion es un proceso costoso € incierto, ya que las
células que se desprenden, se enfrentan a un entorno no controlado, aunque también puede ser perjudicial
cuando no se presenta dispersion, ya que puede llegar a colapsar la comunidad sésil. La dispersion es
dependiente de energiay esta coordinada por un sistema regulado a través de vias de senalizacion, que se genera
al interior de la biopelicula hacia el exterior o viceversa, los cuales son la respuesta a los diferentes cambios
ambientales, logrando asi la colonizacion de nuevos sustratos; ademds de manera externa otras
microorganismos pueden generar senales que podrian influir en la dispersion. Las células que se liberan para la
dispersion muestran un genotipo especializado y diferenciado a las células sésiles y planctonicas (Barraud ez a/.

2015).

1.6 Las biopeliculas y su importancia

Ecosistemas. Las comunidades de microorganismos sésiles son parte importante en los ambientes

acudticos y marinos; en suelos y sedimentos. Estas estructuras estan involucradas en los ciclos de diversos




nutrientes y en la degradacion de la materia organica, e incluso algunas comunidades pueden utilizar metales en
diversas vias metabolicas (Wang ez a/ 2016).

Biorremediacion. Las biopeliculas son utilizadas en el tratamiento bioldgico de las aguas residuales y
suelos (Maksimova 2014).

Industria. Las biopeliculas presentan un papel dual. A) Perjuicios: obstruccion, corrosion y deterioro
de las tuberias y diversas maquinarias industriales, provocando la disminucion en la eficiencia de dichas
maquinarias. Las biopeliculas a largo plazo en este tipo de instalaciones van a resistir a los agentes
desinfectantes o antimicrobianos, comprometiendo la calidad del agua, alimentos y diversos productos de uso
humano y como consecuencia generan pérdidas econdmicos y en ocasiones humanas. Por otra parte, las
biopeliculas formadas por microorganismos patogenos en redes de suministro de agua provocaran riesgos en la
salud publica (Berlanga y Guerrero, 2016) (Donné y Dewilde, 2015) (Maksimova 2014). B) Beneficios: Las
biopeliculas pueden presentar grandes beneficios, ya que son utilizadas en la elaboracion de diversos productos
de uso comercial como alcoholes (etanol) o dcidos (acético o lactico), por diferentes procesos, principalmente
por la via de la fermentacion (Berlanga y Guerrero, 2016) (Maksimova 2014).

Potencial agente infeccioso. En diversos ambientes médicos y hospitalarios, los microorganismos
forman biopeliculas como una estrategia de supervivencia para resistir a las células del sistema inmunoldgico del
hospedero y la presencia de antimicrobianos. Diversas publicaciones muestran que mas del 75% de las
infecciones estan relacionadas con el desarrollo de una biopelicula (Bryers 2008) (Donné y Dewilde 2015)
(Gupta, Sharma, Jaiswal, y Sharma, 2016). Estas infecciones se pueden clasificar en dos:

A. Desarrollo en tejidos, como en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica, endocarditis y

en tlceras.

B. Desarrollo en dispositivos médicos: catéteres, valvulas o implantes.

Estas estructuras pueden ser mono o multi-especie y presentar varias funciones como la resistencia a los
antimicrobianos y el rechazo a implantes médicos y odontologicos. También se pueden encontrar en los dientes

y en el estomago sin causar sintomatologia (Beenken ez a/. 2004) (McCarty ez al. 2014).

Los microorganismos al ingresar a un hospedero forman biopeliculas con la finalidad de tener una proteccion
contra el medio circundante. La incapacidad del sistema inmunoldgico para eliminar las biopeliculas, radica en
la deficiente penetracion de los anticuerpos y de los diversos agentes toxicos al interior de éstas por el efecto de

barrera que proporciona la SPE (Figura 6) (Fux, Costerton, Stewart, y Stoodley, 2005). Por otro lado es




importante mencionar que si se presenta una infeccion en la cual esté relacionada una biopelicula no se exime

que se puedan encontrar célula en estado planctonico (Parsek y Fuqua, 2004).
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Factores de virulencia
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Figura 6. Diferentes tipos de formacion de biopelicula en infecciones cronicas. En una superficie abidtica (dispositivo
médico), en el lumen de un érgano (bronquios) o embebidos bajo una superficie (tlceras). Tomada y modificada de
Bjarnsholt T (Bjarnsholt 2011).

1.7 Las biopeliculas, interaccionesy fuente de infeccion

Las interacciones que se presentan entre los diferentes organismos pueden ser de dos tipos: A) perjudiciales
por lo menos para uno de los integrantes como en una relacion patdgena o parasitaria; B) las interaccion
positiva de tipo comensal o simbidtica, es benéfica para uno o todos los organismos implicados (Costerton
2007). En aspectos médicos y odontoldgicos, las biopeliculas juegan un papel muy importante, tanto en la
salud como en la enfermedad (Stacy, McNally, Darch, Brown, y Whiteley, 2016). En un sistema
microorganismo—hospedero se da un gran numero de interacciones: inicialmente la relacion puede ser
mutualista y/o simbidtica y eventualmente cambiar, es decir el microorganismo presenta una conducta
patogena y llega a matar rapidamente al hospedero. Este tipo de proceso puede ser por la combinacion de los
factores de virulencia del microorganismo y la actividad del sistema inmunoldgico del hospedero, desarrollando
una infeccion aguda o cronica (Parsek y Fuqua, 2004). Por otro lado, el tipo de infeccion que se va presentar
dependera de la via de entrada del microorganismo al hospedero: si hay un crecimiento y proliferacion rapida

del microorganismo, generalmente estd asociada con una infeccion aguda y microorganismos planctonicos; por




el contrario si se establece una comunidad de microorganismos de crecimiento mas lento, como son las
biopeliculas, esto dard lugar a infecciones cronicas (Donné y Dewilde, 2015). Los cambios que se llegan a
generar en los microorganismo son la modificacion en su fenotipo, en su forma de crecimiento y propiciar la
formacion de una biopelicula (Hall-Stoodley ez al. 2004), por ello es evidente que las biopeliculas juegan un
papel muy importante en el curso de una infeccion (Parsek y Fuqua, 2004). Para que se logre el desarrollo de
una infeccion en la que esté involucrada esta estructura va a depender de diversos factores como: las senales
ambientales y el estado inmunoldgico de hospedero, la integridad del tejido, los nutrientes y oxigeno

disponibles para el microorganismo (Donné y Dewilde, 2015).

Actualmente, las infecciones en las que estan involucradas las biopeliculas representan un papel predominante
en el control y deteccion oportuna de las infecciones nosocomiales, por lo que se han establecido cuatro

criterios para considerar si una infeccion esta causada por una biopelicula (Parsek y Fuqua, 2004):

1. Microorganismos adheridos a algin sustrato o superficie.

2. Microorganismos agrupados o en microcolonias observados en el tejido infectado mediante un
examen directo.

3. Lainfeccion estd localizada en un solo sitio.

4. Lainfeccion es dificil o imposible de erradicar

La mayoria de las infecciones causadas por una biopelicula son generadas por especies comensal o ubicuas

(Cuadro 4).

1.8 Candidaspp.ysu papel en las infecciones

En el género Candida se han reconocido aproximadamente 200 especies, de las cuales 15 son las mds comunes
como causantes de infeccion en los humanos (Brandty Lockhart, 2012) (Spellberg, Marr, y Filler, 2012). Este
grupo de microorganismos es muy versatil, ya que presentan la capacidad de desarrollarse en diferentes
microambientes del cuerpo humano (Spellberg ez @/. 2012) (Turnery Butler, 2014). La mayoria de las especies

son comensales de las mucosas del sistema gastrointestinal, vagina y de la piel (Moran, Coleman, y Sullivan,

2012) (Spellberg ezal. 2012).




Cuadro 4. Microorganismos formadores de biopeliculas en diferentes superficies y causantes de infecciones (Baghdadi
etal. 2016) (Donné y Dewilde, 2015) (Fernandez-Baraty Torres, 2016) (Sampaio ez al 2016).

Tejidos Especies
Caries S. mutans (cocos Gram-positivos acidogénicos)
Periodontitis Porphyromonas gingivalis (Bacterias anaerobicas Gram-negativas)
Otitis media Haemophilus influenzae
Osteomielitis Diversas especies de bacterias y hongos generalmente asociados a .
aureus

Neumonia (Fibrosis quistica) 7. aeruginosa y Burkholderia cenocepacia

Endocarditis Streptococcus spp. Enterococcus spp., Staphylococcus spp.
Tracto biliar Enterobacterias (Z. coli)

Infecciones nosocomiales
Neumonia en la UCI Gram-negativos
Peritonitis por DPCA Candida spp., P. aeruginosa, Alcaligenes faecalis, S. aureus.
Catéter venoso central C. albicans, S. aureus, S. epidermidis, P. acruginosa. E. faecalis
Catéter urinario S. epidermudis, k. coli;, E. faecalis, K. pnewmoniae, P. mirabilis
Vilvulas cardiacas Streptococcus spp., Enterococcus spp.
Implantes ortopédicos P. aeruginosa, E. coli, Streptococcus spyp., Enterococcus spp.
Canula endotraqueales P. aeruginosa, S. aureusy C. albicans
Lentes de contacto P. aeruginosay cocos Gram-positivo
Suturas S. epidermudis, S. aureus

UCI: Unidad de cuidados intensivos; DPCA: Dialisis peritoneal continua ambulatoria

1.8.1 Ubicacion taxonémica

La caracterizacion taxonomica de las especies de Candida es muy compleja, ya que no comparten un mismo
origen evolutivo (Turner y Butler, 2014). El gran tamafio y rango filogenético de este género lo hace ain mas
complejo. Por mucho tiempo la taxonomia se baso en las caracteristicas morfologicas, fisiologicas y de
reproduccion. Actualmente con los métodos de secuenciacion de ADN se han dilucidado las relaciones

taxonomicas de este género (Criseo, Scordino, y Romeo, 2015) (Spellberg ez al. 2012).

La clasificacion taxondmica de acuerdo con la descripcion de Hibbett DS y cols (Hibbett ezal. 2007) es la

siguiente:



Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Subphylum:  Saccharomycotina
Clase: Saccaromicete
Orden: Saccharomycetales
Familia:  Saccharomycetaceae
Género: Candida
Especies: C. albicans
C. glabrata
C. parapsilosis
C. krusei
C. guilliermondii
C. tropicalis

Los estudios filogenéticos moleculares han agrupado a la mayoria de las especies de importancia médica del
género Candida en el clado CTG (especies que traducen CTG en serina en lugar de leucina) con la excepcion

de C. glabratayy C. krusei, como se muestra en la Figura 7 (Fitzpatrick ez a/ 2006) (Moran ez al. 2012).
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importancia médica de Candida spp. Tomada de Moran y
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cols. (Moran ezal. 2012).

Diferentes autores han observado la existencia de especies morfologicamente idénticas como:

»  Candida albicans/ Candida dubliniensis

* complejo de Candida parapsilosis.




En el primer caso ambas especies comparten un gran nimero de caracteristicas fenotipicas, por ello se conocen
como “hermanas gemelas” y la identificacion molecular es el método mds confiable para su diferenciacion
(Ahmad, Khan, Asadzadeh, Theyyathel, y Chandy, 2012). Por otro lado, el complejo de C. parapsilosis es un
grupo de especies genotipicamente heterogéneo, formado por tres especies C. metapsilosis, C. orthopsilosis'y
C. parapsilosis sensu stricto identificadas Gnicamente por estudios molecular (Figura 8) (Lattif ezal. 2010) 93

(Tavanti, Davidson, Gow, Maiden, y Odds, 2005). Los blancos moleculares especie — especificos para

identificar a las especies de Candida son secuencias altamente conservadas como los genes que codifican para

las subunidades de ARN ribosomal (5.8S, 18S, 28S), como por ejemplo los espacios internos transcripcionales

(ITS) (Alam ez al. 2014).
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Figura 8. Arbol filogenético basada en la comparacién de secuencias ITS. Los niimeros indican el porcentaje de similitud.
Tomado de Tavanti A. y cols (Tavanti ez a/. 2005).

1.8.2 Caracteristicas generales e identificacion de las especies de Candida
Las especies de Candida son levaduras unicelulares y solo algunas presentan la capacidad de formar
pseudohifas y/o hifas (Hibbett ez al. 2007) (Spellberg e al. 2012). En el Cuadro 5 se resume las caracteristicas

morfologicas vy fisiologicas sobresalientes de 6 de las especies que estan incluidas en este trabajo.




La identificacion de las especies es fundamental en la clinica, principalmente porque cada una de ellas presentan
diferentes patrones de sensibilidad a los antifingicos, ademds del riesgo para desarrollar infecciones
diseminadas e invasivas; evento que va a depender de la especie causal. Finalmente, una correcta identificacion

es indispensable para obtener datos epidemiologicos relacionados con la micosis y los agentes causales (Daef,

Moharram, Eldin, Elsherbiny, y Mohammed, 2014) (Ellepolay Morrison, 2005).

Los métodos utilizados en el laboratorio para la identificacion de Candida spp. incluyen caracteristicas
morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y métodos moleculares (Figura 9) (Alam ez a/. 2014). Las técnicas para
la identificacion basadas ADN incluyen la amplificacion de regiones conservadas como ITS y posteriormente la
secuenciacion o la obtencion de patrones de corte especifico para cada especie por enzimas de restriccion

(polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (Alam ez a/. 2014).
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Figura 9. Métodos mas comunes para la identificacion de las especies de Candida.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; RFLP: Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion




Cuadro 5. Caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas para la identificacion de algunas especies de Candida (Larone 2011) (Spellberg ez al. 2012) (Sullivan,
Westerneng ez al. 1995) (Tavanti ezal. 2005).

Morfologia
Macroscopica Microscopica
C albicans Células esféricas

Colonias cremosas de
superficie lisa, color
blanco a crema

C. glabrata

Colonias  pequenas
cremosas y brillantes;
color blanco a crema

C. guilliermondii

Colonias planas lisas o

rugosas y brillantes;
color blanco

C. krusel

Colonias opacas,

planas y secas con halo
de hifas; color crema

C. parapsilosis
complejo
Colonias  cremosas,

opacas , color blanco

C. tropicalis

Colonias Cremosas
lisas con halo
filamentoso. Color

blanco a crema

ovoides a elongadas

uni o multigemantes
(3.5-7x4-8 pm)

Células ovoides
(2-3 x 3-4 pm)

Células
elongadas
(2-5x 3-7 pm)

ovoides o

Células
rectangulares
(2-6 x 4-10 pm)

Células ovoides
(2.5-4 x 3-8 pm)

Células  redondas,
ovoides o elongadas

(3.5-7x5.5-10 pm)

Estructuras

Blastoconidios
Pseudohifas
Hifas
Clamidoconidios

Blastoconidios

Blastoconidios
Pseudohifas

Blastoconidios
Pseudohifas

Blastoconidios
Pseudohifas
Hifas

Blastoconidios
Pseudohifas
Hifas

Fisiologia

Resistente a
clicloheximida.
Maltosa +

Sensible a la
cicloheximida.
Glucosa y trealosa
+

Resistente a
cicloheximida.
Dulcitol, rafinosa
ymeliobiosa +

Resistente a la
cicloheximida.

Galactosa, xilosa,
trealosa, maltosa-

Sensible a la
cicloheximida.
Rafinosa y dcido
lactico-
Resistente a la
cicloheximida.
Rafinosa, 4cido
lactico y sacarosa -

CHROM

agar®
Verde claro

Parpura

Rosado

Rosa con
margen blanco
y  superficie
rugosa

Rosa palido

Azul acero

Filamentacion en
Suero

Forma tubo

germinativo

Solo levaduras

Solo levaduras

Levaduras

rectangulares

Solo levaduras

Levaduras y

pseudohifas

Importancia

Causante de candidosis
invasiva (50-60%).
Fenotipicamente similar a
C. dubliniensis

Candidemias, infeccion
de vias urinarias (9.8%).

Asociada a otras especies
de Candida.

Endocarditis,
osteomielitis, infecciones
cutaneas y urogenitales

Candidosis invasiva 3%

Candidosis sistémica en
neonatos y candidemias
relacionadas con el uso de
catéteres

Candidemia  9.8% vy
mortalidad 44.5%




1.8.3 Factores de virulencia

Los hongos patdgenos tienen varias estrategias que les ayudan en la colonizacion de superficies e invasion de
tejidos (Pais ez al. 2016). Candida (principalmente C. albicans) es un hongo que ha sido ampliamente estudiado
por la habilidad que tiene para colonizar e infectar diversos nichos. Esta capacidad es el resultado del gran
numero de factores de virulencia que posee (Mayer, Wilson, y Hube, 2013). Los factores de virulencia son
moléculas producidas por los microorganismos para ayudar a infectar los tejidos del hospedero (Schaechter,
Medoff, y Eisenstein, 1993); éstos son expresados durante el establecimiento de la infeccion. La finalidad es
favorecer al hongo para evadir al sistema inmune, sobrevivir, dividirse y diseminarse en los tejidos del

hospedero; ademas interactia directamente con las células para causar dano tisular (Calderone y Fonzi, 2001)

(Kumamoto y Vinces, 2005a) (Yang 2003).

Los factores de virulencia que se han descrito en C. albicans, son: A) adhesion e invasion; B) produccion de
enzimas proteoliticas; C) dimorfismo (levadura — hifa); D) cambio fenotipico (“switching”); y E) formacion de
biopeliculas (Cuadro 6). Otros factores descritos son la rapida adaptacion a las fluctuaciones de pH ambiental,

flexibilidad metabolica y un sistema altamente eficiente para responder al estrés (Kumamoto y Vinces, 2005a)

(Mayer ezal. 2013).

El cambio fenotipico es un evento que se ha relacionado con la virulencia, donde el morfotipo opaco presenta la

mayor capacidad para colonizar la piel y son menos virulentos que el morfotipo blanco (Yang 2003).



Cuadro 6. Factores de virulencia descritos en Candida albicans.

Factor de
Virulencia

Adhesinas

Enzimas
proteoliticas

Dimorfismo

Cambio
fenotipico
“Switching”

Biopeliculas

Funcion

Grupo de proteinas mediadoras
de adhesion entre Candida, con
otros microorganismo, células del
hospedero y superficies abidticas

Grupo de enzimas que facilitaran
la penetracion a las células del
hospedero

Cambio morfologico, de levadura
a pseudohifa e hifa, controlado
por  proteinas y  factores
transcripcionales.  Las  hifas
invaden las células y levaduras
colonizan superficies

Diferencia en el fenotipo de las
colonias blanco-opaco,
generando cambio entre ambas,
como el arreglo de los
Cromosomas

Estructura de resistencia que le
permite  sobrevivir  en el
hospedero, evadir al sistema
inmune y resistir a los fairmacos

Familia genes

ALS

HWP

SAP1-10

Fosfolipasa
(A.B.C.D)
LIP1-10
Efgl
Hcl

Cphl

Tuplp
Fenotipo

blanco: Sap2,
WHI1, EFG1T

Fenotipo opaca
OPA1

Sap3

Als3
Hwpl
Hsp90

Descripcion

“Agglutinin-like sequence”.
mediadora de la adhesion

Principal proteina

“Hyphal wall protein”, proteina involucrada en la
adhesion del tubo germinativo

Proteasas que facilitan la penetracion y actividad
proteolitica

Contribuyen a la patogenicidad por medio de la
ruptura de la membrana celular del hospedero

Lipasas

Factor transcripcional
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En la Figura 10 se ejemplifica la secuencia de los factores de virulencia que intervienen en la formacion de la

biopelicula sobre diferentes superficies.
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Figura 10. Secuencia de eventos y la integracion de factores de virulencia de Candida en la formacion de una biopelicula.

*El cambio fenotipico o “switching” es un fenémeno que solo se ha observado iz viro. Imagenes tomadas y modificadas
de Nobel SM y cols (Noble, Gianetti, y Witchley, 2017).



1.9 Biopeliculas de Candidaspp.

Las especies de Candida presentan la capacidad de adherirse a diferentes células (epiteliales y endoteliales) y
superficies inertes. Esta caracteristica juega un papel muy importante en la patogénesis microbiana de estas

especies, confiriéndole el prerrequisito para desarrollar biopeliculas (Baillie y Douglas, 1999).

A diferencia de las bacterias, la mayoria de las especies de este género son dimorficas, de tal manera que las
biopeliculas desarrolladas pueden estar conformadas por blastoconidios, pseudohifas, hifas o la combinacion de
éstas. La composicion y arquitectura de la superficie celular de las estructuras de Candida son mas grandes y

diferentes a las bacterias permitiendo la sedimentacion de las células mas rapido y el desprendimiento es mds

facil (Baillie y Douglas, 1999).

Algunos autores han reportado que las biopeliculas por Candida pueden presentar varias alternativas,
dependiendo de la configuracion del locus de “mating type™: A) relacionadas con patogenia y B) vinculadas con
la reproduccion teleomorfa (sexual) (Soll y Daniels, 2016), ademas se ha observado que las especies de
Candida no-albicans presentan una mayor capacidad de formacion de biopeliculas en comparacion con C.
albicans (Akers eral. 2015) (Soll y Daniels, 2016); otro de los hallazgos observados es la ausencia de
formacion de biopeliculas de algunos aislados, ain no existe suficiente evidencia que demuestre la relacion

entre la capacidad de formar biopelicula y la mortalidad de los pacientes (Akers ezal. 2015).

Hawser y Duglas en 1994 describieron el primer protocolo de investigacion de las biopeliculas formadas por

Candida (Hawser y Douglas, 1994).

El desarrollo de las biopeliculas de Candida spp. in vitro esta formado por diferentes componentes que se

interrelacionan (Singh ez @/ 2011) (Soll y Daniels, 2016):

* Inoculo: Levaduras en estado plancténico.
* Superficie: sustrato bidtico o abioticos, los cuales presentan diversas caracteristicas (cargas
electrostaticas, hidrofobicidad, rugosidad y composicion quimica).
* Medio ambiente en el que se desarrolla:
o Medio de cultivo
o Temperatura

o Agitacion




La gran variedad de modelos que actualmente se utilizan para desarrollar las biopeliculas limita la comparacion

de los diferentes resultados obtenidos en los diversos estudios (Soll y Daniels, 2016).

1.10 Patogenia de Candidaspp.

Las diversas especies de Candida tienen la capacidad de colonizar e invadir diferentes nichos, esto es gracias al
gran nimero de factores de virulencia y atributos que presentan, ocasionando diferentes infecciones agudas

y/0 cronicas (Mayer ez al. 2013) (Wang, van de Veerdonk, y Netea, 2016). Estas infecciones se dividen en:

* Infecciones superficiales
o Piel.
o Mucosas (vulvovaginitis, candidosis orofaringea).
* Infecciones invasivas. Candida spp. tiene la capacidad de infectar torrente sanguineo y eventualmente

invadir tejidos profundos y 6rganos.

Para que Candida cause estas infecciones, es fundamental que el hospedero presente algin factor de riesgo;
este evento genera modificacion en el microambiente, lo que favorece el cambio en el estado del
microorganismo, de comensal a patogeno, permitiendo la invasion a los tejidos. En el Cuadro 7 se muestra
diversos factores de riesgo que contribuyen en el proceso de la infeccion. En la mayoria de los casos puede
presentarse la asociacion de mas de un factor, como por ejemplo en las candidemias estin relacionadas con
enfermedades adyacentes, la aplicacion de diversos tratamientos, aunado al uso de catéteres (Berdal ez @/ 2014)

(Morrell, Fraser, y Kollef, 2005) (Quindds 2014) (Spellberg ez al. 2012).

Cuadro 7. Factores de riesgo para desarrollar una candidosis invasiva.

Origen Factor de riesgo Origen Factor de riesgo
Padecimientos ~ Neoplasias Tratamientos  Antibioticos de amplio espectro
Neutropenia Nutricion parenteral
Diabetes Quimioterapia
Falla renal Cortico esteroides
Multiples cirugias Hemodialisis
Quemaduras Uso de dispositivos médicos

Trasplante de érganos
Tiempo prolongado de hospitalizacion




1.10.1 Catéteres

La palabra catéter se deriva del griego kathiénai que significa “meter en” o “enviar”, su utilizacion data desde

los egipcios (1,500 AC), los cuales eran tubos elaborados de diversos materiales como plantas (papiro) o metal
(bronce) (Feneley, Hopley, y Wells, 2015) (Garcia ez al. 2003) insertados en cavidades corporales, conductos,

vasos o tejidos y permite el acceso de manera comoda y de forma prolongada a las venas. Las funciones son
diversas: 1) a nivel central, para el drenaje o inyeccion de liquidos; 2) con fines terapéuticos y/o profilicticos

para la administracion de soluciones, medicamentos, hemocomponentes. Actualmente, los catéteres son

elaborados de diversos materiales plasticos y pueden ser utilizados en ninos y adultos (Figura 11) (Carruthers

1991) (Huang y Abrahm, 2013) (Secretaria de Salud 2012) .
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Figura 11. Clasificacion de los catéteres por su localizacion y permanencia en el hospedero (Garcia ec el 2003).
DPCA: didlisis peritoneal continua ambulatoria.

Beheshti MV reportd que en Estados Unidos de América (EUA) se colocaron 15 millones de catéteres
anualmente, incluyendo lineas venosas centrales, catéteres para didlisis y catéteres periféricos (Beheshti 2011).

En México, al 85% de los pacientes hospitalizados se les colocd algin dispositivo intravenoso (Secretaria de

Salud 2011) .

El catéter urinario tipo Foley es uno de los dispositivos ampliamente utilizado en los pacientes hospitalizados
(Osuna-Huerta ez a/ 2009); en EUA se estima que del 12 al 16% de los pacientes se les aplico este catéter,

mientras que en México fue el 20% (Secretaria de Salud 2011).




Los materiales utilizados para la fabricacion de los catéteres deben de estar disefiados para resistir la adhesion
de los microorganismos, incorporando antibi6ticos o iones de plata para prevenir la formacion de biopeliculas.
Estos componentes pueden interferir en el sistema de QS vy evitar la formacion de la biopelicula. La finalidad es
inhibir las infecciones relacionadas al uso de catéteres (Stamm y Norrby, 2001). Ademds la utilizacion,
colocacion y mantenimiento adecuado del catéter disminuye las complicaciones asociadas a éstos y aumenta la
calidad de vida de los pacientes (Huang y Abrahm, 2013). Sin embargo, diversos reportes confirman que no
importa el material de los dispositivos médicos, ya que todos son susceptibles de ser colonizados por

microorganismos y posible fuente de infecciones (Colvin ez a/. 2012).

Diversos investigadores han demostrado que la colonizacion de los catéteres venosos de corto plazo
normalmente se desarrolla en la salida del catéter, mientras que los de largo plazo se ubican en el cono. Los
patogenos pueden estar en el lumen o en la parte externa del catéter y eventualmente migrar hacia el torrente

sanguineo y causar una septicemia (Figura 12) (Abebe ez al 2014).
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Figura 12. Vias de contaminacion de los catéteres. Tomado y
modificado de Abebey cols (Abebe ez al. 2014).
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El material con el que son elaborados se recomienda que sean lisos, por ejemplo el poliuretano (Osuna-Huerta
etal. 2009). La caracteristicas macro, micro y nano estructurales de los catéteres, asi como la composicion
quimicay su topografia, van a tener un efecto directo sobre el comportamiento de los microorganismos (Cuadro
8) (Campoccia, Montanaro, y Arciola, 2013).

Cuadro 8. Catéteres mas comunes, el material de elaboracion y riesgos infecciosos.

Catéter Funcion Material Riesgo Agentes infecciosos mis
comunes
Venoso Central  Acceso a las  Poliuretano, Colonizacion de la punta del  Staphylococcus coagulasa
ol venas para algunos pueden catéter. negativa, 8. aureus,
nutricion tener En EUA se utlizan 15 Enterobacterias  Gram-
parenteral plata/antibi6ticos  millones de dispositivos/afio  negativas y Candida spp.
En México en el 85% de los
pacientes hospitalizados
Tipo Tenckhoff Didlisis Silicon Infecciones en el lugar de  Szaphylococcus coagulasa
L7 peritoneal salida, tinel, sepsis negativa, S.  aureus,
Tipo Mahurkar Hemodidlisis Poliuretano N/D Pseudomonas Spp-»
L8 flexible radiopaco Bacilos Gram-negativos,
Candida spp.
Urinario  tipo Manejo Latex, plasticos y En EUA, la aplicacion es N/D
Foley retencion de silicon del 12-16% y en México
9101112 incontinenci del 20%.
a urinaria En EUA el 40% de las

infecciones se asocian al
uso de este catéter.

Muertes/aiio: 13,000
N/D: No descrito
'(Abebe eral. 2014), *(Beheshti 2011), *(Garcia ezal. 2003), *(Huang y Abrahm, 2013), *(Huang y Abrahm, 2013),
%(Secretaria de Salud 2011), “(Karitson ez al. 1992), *(Woo y Rowe, 2014), *(Hunter 1995), '(CDC 2016), "' (Schuur,
Chambers, y Hou, 2014), '*(Stamm y Norrby, 2001)

1.11 Epidemiologia de las Infecciones por Candida

Mundialmente, las infecciones nosocomiales son un problema de salud de alta morbilidad y mortalidad
(Percival, Suleman, y Donelli, 2015). En la ltima década se ha observado un incremento en los costos de
atencion en los diversos sistemas de salud (Carter, Pouch, y Larson, 2014) (Percival ezal. 2015). El 5% de los
pacientes hospitalizados presentan alguna infeccion; de éstos el 10% van a desarrollar una infeccion sanguinea,

el 10% seran ocasionadas por algunas especies de Candida. Por ello, desde 1980 en Europay en los EUA se




considera la cuarta causa de infecciones hematoldgicas (Quindos 2014) (Spellberg ez al 2012). La infeccion
por Candida spp. varia entre regiones geograficas y paises (Berdal eza/. 2014); en general, la incidencia de la
candidosis invasiva ha mostrado un incremento desde la década de 1990, de 8 a 10 casos/100,000 habitantes.
Sin embargo en Australia y Canada se ha observado una disminucion de estas infecciones (Figura 13) (Quindés

2014).
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Figura 13. Incidencia mundial de las infecciones por Candida spp. en las altimas dos décadas (Quindos 2014).

Por otro lado, en América Latina se ha reportado una incidencia de 0.33 a 1.96 casos por cada 1,000
admisiones hospitalarias/ano (Figura 14) (Nucci ezal 2013) (Quindos 2014). En EUA la frecuencia de las
infecciones hematologicas por Candida se han incrementado del 8% al 12% en un periodo de 7 anos (1995 a
2002). En la region del sur de EUA, la incidencia de las candidosis en pacientes hospitalizados se reporta 19 a

26 casos por cada 100,000 habitantes (Pfaller ez /. 2014).

La aplicacion de catéteres es uno de los factores mas importantes relacionados con el incremento de este tipo de
infecciones. En EUA se calcula entre 200,000 a 400,000 episodios de infecciones relacionados con la
aplicacion de catéter venoso central (CVC). En el Reino Unido aproximadamente son 1°000,000 de casos por
aiio (Percival ez al. 2015) (Zakhour, Chaftari, y Raad, 2016). La permanencia del CVC por mas de 14 dias, estd
asociada directamente con fiebre de origen infeccioso (Osuna-Huerta ez @/ 2009), lo cual ocasiona el aumento

en la morbilidad, retraso en el tratamiento primario, estancias mas prolongadas en el hospital y mayor




mortalidad (Zakhour ezal 2016). La incidencia de los episodios de infecciones relacionadas al uso de

dispositivos médicos varia entre el 1.7 y 44.6 infecciones por 1,000 dias/catéter, dependiendo del catéter

(Allegranzi ez al 2011).
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Figura 14. Incidencia de las infecciones por Candida spp. en América Latina. (Nucci ezal. 2013) (Reséndiz-Sanchez y
Morales-Aguirre, 2007).

El riesgo de desarrollar una infeccion asociada a los dispositivos médicos va a depender de los factores de riesgo
del hospedero, del tipo de catéter y de las buenas practicas del personal médico (Osuna-Huerta ezal
2009)(Zakhour ezal. 2016), ya que el 70% de las infecciones asociadas a los cuidados de la salud pueden ser
prevenibles con la aplicacion de mejores practicas por el personal de cuidados de la salud (Carter ezal. 2014).
El 40% de las infecciones nosocomiales estan relacionadas con el uso de dispositivos médicos (Duszynska ez a/.
2016). El personal médico debe de seguir una serie de lineamientos para evitar la colonizacion del catéter, la
cual se puede generar por la pérdida de la integridad de la piel en el sitio de la colocacion y por el uso de
soluciones parenterales contaminadas (Osuna-Huerta eza/. 2009). Un gran nimero de estas infecciones estan
relacionadas con procedimientos invasivos, el uso de los CVC y catéter urinario, contaminacion cruzada
persona - persona o por la diseminacion después del manejo de material contaminado o fomites (Carter ez @l
2014). Los pacientes con enfermedades hematologicas o que han recibido trasplantes de drganos, neoplasias o
con algin grado de inmunosupresion son los que presentan mayor riesgo para desarrollar estas infecciones
(Zakhour eral 2016). En pacientes oncologicos, las infecciones asociadas al uso de catéter causan del 12 al

40% de mortalidad (Zakhour ez al. 2016).




Allegranzi B y cols en el 2011 publicaron un estudio comparativo de los indices de incidencia observados por
diferentes asociaciones de vigilancia de las infecciones nosocomiales, relacionadas al uso de dispositivos
médicos, en algunos paises en vias de desarrollo se estim6 el 47.9, mientras que en EUA 13.6 por cada 1,000

pacientes-dias (Figura 15) (Allegranzi ezal 2011).
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Figura 15. Incidencia comparativa de infecciones nosocomiales relacionadas con el uso de CVC y catéter urinario en
diferentes paises.

CR-BSI: Infecciones relacionadas con catéter venoso, CR-UTI: Infecciones relacionadas con catéter urinario; NNIS: National
Nosocomial Infection Surveillance EUA; NHSN=National Healthcare Safety Network, EUA; KISS: Krankenhaus Infektions
Surveillance System, Alemania (Sistema de vigilancia de infecciones de hospital); INICC: International Nosocomial Infection Control
Consortium. (Allegranzi ez a/. 2011) (Ramirez Barba ez @/ 2006) (Rosenthal, Guzméan, y Crnich, 2004) (Salomao ez @/. 2008).

La tasa de mortalidad asociada a la candidosis invasiva se estim6 en 0.4 muertes por cada 100,000 habitantes en
el periodo de 1997 a 2003 (Spellberg ez al. 2012). Mundialmente, estas infecciones causan del 40 al 70% de
las defunciones (Alangaden 2011) (Berdal eza/. 2014). En Alemania se ha reportado la mortalidad mas baja
(11%) (Tragiannidis ez @/. 2012), mientras que en Corea la mas alta (96%) (Han et al. 2010). En EUA la tasa de
mortalidad fue del 10 al 49% (Pfaller y Diekema, 2010) y en Centro y Sudamérica del 36 al 61% (Enoch ez al.
2017).

1.11.1 Infecciones invasivas causadas por Candida spp. en México

En México, el nimero de candidosis invasiva registrado no se conoce con exactitud, ya que hay una falta de

recursos para el diagnostico oportuno de estas infecciones y no es de reporte nacional (Méndez-Tovar ez al




2016). Actualmente, se ha calculado una incidencia de 0.65/1,000 dias de estancia (Reséndiz-Sanchez y
Morales-Aguirre, 2007). A nivel mundial, las especies de Candida ocasionan entre el 33 al 80% de las
fungemias, mientras que en México, en un periodo de 10 anos, se encontro el 44% (Gaona-Flores, Campos-
Navarro, Cervantes-Tovar, y Alcala-Martinez, 2016). La mortalidad observada fue del 60% (Cornely ezal

2015).

En un estudio en el cual se incluyeron 54 hospitales generales a nivel nacional, reportaron que el uso de algin

tipo de dispositivo médico aumento hasta un 83% la probabilidad de adquirir una infeccion nosocomial, de las

cuales el 5% fueron por Candida spp. (Secretaria de Salud 2011).

1.11.2 Relacion entre infecciones asociadas a dispositivos médicos y el microorganismo
causal

Diversos autores han encontrado poca o nula correlacion entre la formacion de las biopeliculas i vizro y las
infecciones (Stepanovic, Vukovic, Dakic, Savic, y Svabic-Vlahovic, 2000). Las bacterias aisladas con mayor
frecuencia en estas infecciones son: S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli; Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis y P. aeruginosa. De los hongos, las especies de Candida son las mds importantes (Cuadro 9)
(Gonzdlez, Elizondo, y Ayala, 2008) (Osuna-Huerta ez al. 2009) (Méndez-Tovar ezal. 2016) (Percival ezal.
2015) (Tumbarello ezal. 2007). La distribucion de la frecuencia de las especies varia por regiones geograficas

(Spellberg ez al. 2012) (Tournu 'y Van Dijck, 2012) (Turnery Butler, 2014,).

Mundialmente, Candida spp. se han considerado como los principales hongos causantes de infecciones

intrahospitalarias, especialmente en los pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensivos (UClIs), las

cuales inician a las 48 h de ser admitidos (Alangaden 2011) (Pfaller ez /. 2012) .

En las ultimas décadas se ha visto un cambio en la epidemiologia de C. albicans con un decremento del 70% al
60% de las infecciones (Tournu y Van Dijck, 2012), mientras que en los EUA, otras especies Candida no-C.
albicans presentan un incremento en la frecuencia desde 1990. En América Latina las principales especies de
Candida no-C. albicans son C. glabrata y C. parapsilosis (Spellberg ez al. 2012) (Tavanti ez al. 2005). Estas
especies estdn asociadas a la formacion de biopeliculas en diferentes sustratos como tejidos y dispositivos

médicos (Cuadro 9) (Tournuy Van Dijck, 2012).




Cuadro 9. Relacion entre las especies mds comunes de Candida y 1a region geografica.

Especies Porcentaje Region geogrifica
C. albicans 65 Mundial
C. glabrata 11.3 Canada, EUA
C. tropicalis 7.2 Taiwdn
C. parapsilosis 6.00 Turquia
C. kruset 2.4 Mundial

1.12 Diagndsticoy tratamiento

En general, las infecciones invasivas por Candida son de dificil diagndstico clinico, los signos y sintomas son
similares a otras infecciones nosocomiales. Las infecciones por biopeliculas son un problema emergente y son
un reto en el diagnostico, ya que no hay una prueba microbiologica especifica para la confirmacion de la
infeccion en el laboratorio (Ellepola y Morrison, 2005) (Hall-Stoodley ezal 2012). Para la demostracion se
requiere de la identificacion de Candida spp., en sangre o en otro espécimen estéril o de las puntas de los
catéteres. En la revision de Ellepola ANB y Morrison CJ (Ellepola y Morrison, 2005) reportaron que
aproximadamente el 50% de los cultivos de sangre son negativos para Candida spp. en pacientes que
fallecieron por candidosis invasivas demostrada por el estudio anatomopatoldgico. Estos cultivos son positivos

en las infecciones de larga evolucion. Por tanto, algunos autores han propuesto algunos criterios para establecer

el diagnostico (Hall-Stoodley ez al. 2012).

* Historia médica del paciente con datos de proceso infeccioso severo y diversos factores predisponentes
(colocacion de dispositivos médicos, fibrosis quistica, endocarditis, cirugia mayor).
* Evidencia microbioldgica.
o Cultivos positivos.
o Microorganismos visibles pero no cultivables, identificados por técnicas moleculares.
* Evidencia microscopica de agregados microbianos.
* Infecciones recurrentes localizadas o sistémicas.

* Fallaterapéutica con antifingicos.

Por ejemplo, para considerar una septicemia relacionada al uso de catéteres es cuando la infeccion bacteriana o

fingica esta presente en el torrente sanguineo del paciente, relacionado con la colocacion de catéteres y con al




menos un hemocultivo positivo obtenido a partir de sangre periférica de un paciente con manifestaciones
clinicas y ninguna fuente aparente de infeccion; ademas se debe de tomar en cuenta la presencia de >15 UFC de

un cultivo de la punta del catéter y/o un cultivo subsecuente (Abebe ez a/l. 2014).

En los hongos causantes de fungemias es fundamental conocer su patron de sensibilidad para determinar los
valores de concentracion minima inhibitoria. Esta prueba se realiza a los azoles, cuando el cultivo de Candida se
obtuvo de sangre; o bien para equinocandinas, si el tratamiento inicial administrado al paciente fue con este
farmaco y sin evidencia de mejoria, o si las especies aisladas son C. parapsilosis y/o C. glabrawa, ya que la baja
actividad del antifiingico puede orientar a un fracaso en el tratamiento (Albataineh er @/ 2016)(Pappas ez al.

2016).

Diversos grupos de investigadores han disenado guias para el tratamiento de la candidosis invasiva, que van a
depender de los factores de riesgo que presenta cada paciente y la especie involucrada. Ante el aislamiento de
Candida spp. en sangre se inicia el tratamiento antifingico empirico y es indispensable retirar el catéter por el
riego de diseminacion de la infeccion a otros 6rganos (Fux ezal 2005) (Osuna-Huerta ez al. 2009) (Pappas
etal 2016). Otra de las evidencias observadas en los pacientes sometidos a la aplicacion de catéteres es el
riesgo de desarrollar una candidemia y generalmente, los tratamientos con antifingicos son ineficaces. La
resistencia de las biopeliculas a los antifingicos es un obstaculo para el tratamiento de estas infecciones (Taff ez

al 2013).

1.13 Antifungicos

Los antifingicos que han mostrado actividad contra las especies de Candida causantes de infeccion invasiva son
los polienos (anfotericina B y AMB liposomal); triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol) y
las equinocandinas (caspofungina, anidulafungina y micafungina). En el Cuadro 10 se muestran los aspectos

relevantes de anfotericina B, posaconazol y caspofungina.




Cuadro 10. Caracteristicas de tres antifungicos utilizados en el tratamiento de las infecciones invasivas (Ghannoum y
Rice, 1999) (Georgopapadakou 1998).

Antifiingicoy molécula Familia Sintesis y aio Mecanismo de accion
Anfotericina B Polieno Streptomyces Actda uniéndose a esteroles
SO o nodosus (1955)  (ergosterol), ocasionando poros
TS M O™ en la membrana y alterando su
- uf‘\f"\.f%f"‘w/“\//‘\.l/" .
°of o permeabilidad.
HN <0H
Posaconazol Triazol de 2* Moléculasintética Inhibe la  biosintesis  del
Sl generacion a  partir  de ergosterol, actuando sobre la
o N YT ‘ . :
a7 %adindindiadhe itraconazol enzima  citocromo 14a-
gN, (1996) desmetilasa  dependiente  del
citocrmo P450.
Caspofungina Equinocandina ~ Derivado Inhibe la 1,3-B glucano sintetasa
o o, L semisintético de para la formacion de la pared
HH °
HZN,\/‘iN (N Glarea lozoyensis ~ celular
(o}
N” ™0 ~ O
H H
HEN NH HNR/
~ o M
HzN HO HN. O

1.14 Mecanismos de resistencia

La resistencia que presentan los hongos ante los antifingicos no ha llegado a las tasas de resistencia observada
en las bacterias. Reportes actuales demuestran que la resistencia a los antifiingicos puede llegar a ser un

problema emergente en algunos hongos patogenos (Albataineh ez a/ 2016).

Los mecanismos de resistencia a los antifiingicos presentes en los microorganismos en su forma planctonica son
el resultado a exposiciones prolongadas a estos compuestos, por cambios genéticos irreversibles y por la
formacion de biopeliculas asociadas a la adaptacion al medio, permitiendo que las células persistan debido a su
estructura fisica, complejidad y alta densidad. Ademads de una alteracion o sobreexpresion de la diana, evitando

la difusion y una alta tolerancia a los antifingicos (Ramage y Williams, 2013) (Taff ez /. 2013).

La resistencia a los antifingicos que presentan las biopeliculas fingicas son multifactoriales, ya que involucra
barreras fisicas y procesos regulatorios complejos, estd puede ser intrinseca a un compuesto determinado o por
un cambio genético irreversible o por exposicion prolongada (Figura 16) (Ramage, Rajendran, Sherry, y
Williams, 2012). Estos mecanismos proporcionan a la biopelicula tolerancia a concentraciones mayores de

1,000 veces que su contraparte planctonica (Taff ez /. 2013).




» Blastoconidios we Hifa

W Blastoconidios persistentes @ Antifingico
SPE

Figura 16. Las biopeliculas son una estructura de resistencia a los antiftingicos. Tomada y modificada de Ramage Gy cols
(Ramage ezal 2012).

Los mecanismos generales que se pueden activar en las biopeliculas de hongos para evadir la accion de los

antifungicos son (Ramage ez al 2012):

Arquitectura y densidad celular de las biopeliculas. La estructura de las biopeliculas es altamente
ordenada y permite la perfusion de los nutrientes y la expulsion de los productos de deshecho. La biopelicula
madura es una estructura densamente poblada, formada por microcolonias y canales. La resistencia a los azoles
se incrementa cuando la densidad poblacional aumenta en comparacion con las células planctdnicas.
Aparentemente, las células que se encuentran en la parte mas interna de la biopelicula presentan una tasa de
crecimiento menor por la falta de nutrientes y posteriormente seran mas resistentes a los antifingicos. En las
biopeliculas altamente densas se presentan cooperacion entre las células individuales a través del sistema de QS,
permitiendo la comunicacion y coordinacion de la conducta a la respuesta al estimulo, secretando moléculas
senales y activando genes involucrados en la resistencia. Las equinocandinas tiene un efecto limitado sobre la

densidad celular (Ramage, Robertson, y Williams, 2014) (Taff ezal 2013).

Alteraciones o sobreexpresion de las moléculas blanco. Los azoles presentan un efecto fungistatico
contra Candida spp., esto genera una fuerte seleccion a la poblacion resistente. Los aislados clinicos multi-
resistentes presentan mecanismos acumulados, como alteraciones en el gen que codifica para la 14-o-

desmetilasa (£7g11) (Ramage ez al. 2014).




Activacion de las bombas de flujo. El principal papel de las bombas de flujo es proporcionar una
homeostasis en entornos complejos y proteger a las células de una toxicidad aguda (Ramage ezal 2012); y
evitar la acumulacion del antifingico en la célula. Las bombas de flujo estdin compuestas por proteinas
transportadoras de union ATP (ABC) y por transportadores MFS. Las proteinas ABC estan codificadas en

algunos de los genes CDR (CDR1-4); por otro lado, los transportadores secundarios MES estdn codificados en g

el gen MDR1. Estos son los primeros mecanismos de resistencia que se describieron en Candida frente a los
azoles, por la sobreexpresion de estos genes causando resistencia a estos compuestos (Ramage ezal. 2014)
(Taff ezal. 2013). El papel protector se induce en las primera etapa de la formacion de la biopelicula, antes de
que se genere la SPE (Ramage y Williams, 2013) (Ramage ez /. 2014). Este mecanismo se ha reportado en C.
albicans, C. glabratay C. tropicalis (Ramage y Williams, 2013) (Taff eza/ 2013).

Limitar la difusion del antifiingico por la sustancia polimérica extracelular (SPE). La SPE es un
material polimérico que promueve la adhesion y puede retener nutrientes, agua y algunas enzimas; ademas
protege a las células de las condiciones ambientales, dentro del hospedero del sistema inmune y de la actividad
de los antifingicos. La difusion del antifingico se dificulta por la SPE, la composicion quimica de ésta podria

regular la resistencia, por la accion de la B-1-3 glucano que secuestra las moléculas del antifingico, evitando

que llegue a su diana (Ramage ez @/ 2012) (Ramage y Williams, 2013) (Ramage ez a/. 2014) (Taff ez al 2013).

Células persistentes. Estas células son importantes en el mecanismo de resistencia en infecciones
cronicas, son células regulares que se forman de manera estocastica en las poblaciones microbianas y presentan
una alta tolerancia a los antifingicos, regulacion diferente en los genes involucrados en las sintesis del
ergosterol y de la pared celular. En la biopeliculas de C. albicans se ha reportado que algunas levaduras
muestran alta tolerancia a los antifingicos después de la adhesion. Las células persistentes estan relacionadas
con especies y cepas especificas de: C. albicans, C. krusei'y C. parapsilosis. La aplicacion regular de agentes
antifingicos, puede seleccionar cepas con altos niveles de células persistentes. Este tipo de células pueden
desarrollar una nueva biopelicula que presentara el mismo porcentaje de células persistentes (Ramage ez al.

2012) (Taff eral 2013).

Tolerancia al estrés. Los hongos presentan una modulacion fenotipica que responde a la amplia gama
de factores fisiologicos estresantes: factores ambientales como cambios de temperatura, estrés ionico, cambios
en la osmolaridad, estrés oxidativo (Ramage y Williams, 2013) (Taff eza/. 2013). Las células levaduriformes

estan censando los diversos factores ambientales mediante receptores, los cuales generan respuesta en la via de




senalizacion, lo que puede inducir al desarrollo de la biopelicula y a la resistencia a los antifingicos (Ramage

etal. 2012). Uno de los principales factores responsable para lograr controlar las rutas que regulan estos
cambios es la proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK), el cual es activado cuando la célula entra en estrés

y presenta diferentes funciones bioldgicas, como el crecimiento celular, adhesion y diferenciacion. Las
proteinas de choque térmico es otra ruta para la respuesta al estrés (Ramage y Williams, 2013) (Taff ez al.
2013).



2. ANTECEDENTES

A lo largo de treinta anos de investigaciones relacionadas con biopeliculas formadas por Candida existen mas
de 2,000 publicaciones (Pubmed 2017-08-22); inicialmente éstos estudios fueron unicamente
observacionales, principalmente de dispositivos médicos de pacientes contaminados y posteriormente se
establecio el primer modelo i vito descrito por Hawser y Douglas (Hawser y Douglas, 1994), el cual fue

modificado (Cuadro 11) (Soll y Daniels, 2016).

En diferentes estudios se ha reportado que las superficies pueden influir en el desarrollo de la biopeliculas en su
arquitectura y morfologia. Se ha observado que las superficies como el litex o el elastomero de silicon muestran
un ligero incremento en la formacion de la biopelicula en comparacion del polivinilo y mucho menor que el
poliuretano (Hawser y Douglas, 1994), posteriormente Chandra y cols (Chandra ez a/. 2001a), demostraron
que las biopeliculas desarrolladas en dos tipos superficies presentaban caracteristicas distintas en las diferentes
fases de maduracion. Otro de los aspectos importantes para el estudio de las biopeliculas es el impacto de las
caracteristicas de las superficies como rugosidad y energia libre de superficie en la formacion de rzovo de una
biopelicula. Diversos grupos de investigadores han publicado diferentes estudios en los que se han relacionado
las caracteristicas fisicas de las superficies y la cantidad de biopelicula desarrollada por diversos microorganismo
(Nakazato, Tsuchiya, Sato, y M, 1989) (Quirynen y Bollen, 1995) (Teughels, Van Assche, Sliepen, y Quirynen,
2006) (Hahnel, Wieser, Lang, y Rosentritt, 2015).

De las primeras funciones que se han descrito de las biopeliculas es la proteccion de los microorganismos
contra el ambiente circundante, como puede ser los antifingicos aplicados en pacientes con algun catéter
instalado. Chandra y cols (Chandra eza/ 2001b) reportd que las biopeliculas de C. albicans requieren
concentraciones mayores de anfotericina B (8 pg/mL) y fluconazol (64 pg/mL) para inhibir el 50% de la
actividad metabdlica en su contraparte planctonica; por otro lado, Bachmann y cols (Bachmann ezal 2002)
public6 una buena actividad de caspofungina sobre las biopeliculas de C. albicans, obteniendo hasta un 97% de

inhibicion de la actividad metabolica a concentraciones de 0.125pg/mL.




Cuadro 11.Diferentes modelos empleados para el estudio de las biopeliculas en Candida spp.

Autor

Tipode .
modelo Especie
Hawser SP y Douglas LJ (Hawsery
Douglas, 1994)

* C. albicans
In viero : C. par Cl,.w‘ll.otsu
C. tropucalis

. C. glabrata

Daniels KJ y cols (Daniels,
Srikantha, Lockhart, Pujol, y Soll,
2006)

Inviro  C. albicans morfotipo
blanco/opaco
Invivo  C. albicans

Nobile CJ y cols (Nobile, Nett,
Andes, y Mitchell, 2006)

Inwviro
) C. albicans
Inwvwo
Chandra J y cols (Chandra,

Mukherjee, y Ghannoum, 2008)

Inviro  C. albicans

MEB: Microscopia clectrénica de barrido; MCL: Microscopia confocal ldser; SBF: suero bovino fetal; PBS: buffer de fosfato salino.

Medio
de
cultivo

RPMI

Medio
Spider

RPMI

Sustrato

Catéter
Latex (Foley)
PVC (CVC)
Silicon  elastémero-
latex (Foley)
Silicon (Foley)
Poliuretano CVC
En placas 24 pozos
Catéter de elastomero

de silicon en placas de
12 pozos

Silicon
Placas 12 pozos

Catéter de polietileno

Tiras dentales
Catéter de silicon
Lentes de contacto

Pre-
tratamiento

Suero

Suero bovino

Saliva
SBF
PBS

Cuantificacion

Peso seco

"H Leucina
MTT

Nothern

Peso seco
Ensayo
retencion  de
células

Deteccion
Hwpl
XTT

Peso seco

Condicion

Adhesion: 37°C/60
min

Formacion: 37°C/72
h (s/agitacion)

Adhesion: 29°C/90
min

Formacion:
29°C/48 h

Adhesion: 37°C/90
min 150 rpm
Formacion:
37°C/48 h 150rpm

24h

Adhesion: 37°C/90
min

Formacion: 37°C/6,
24, 48, 72 h 110

rpm

Método de
observacion

MEB

MCL
Calcofluor

MCL

MEB

Microscopia
Fluorescencia
MEB y MCL




3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las dos dltimas décadas la prevalencia e incidencia de infecciones por especies de Candida han ido en
aumento, asociadas a una alta mortalidad. Estd infecciones se presentan en pacientes que cursan con diversos
factores de riesgo como trasplante de drganos, inmunosupresion, neoplasias, hospitalizacion prolongada en las

unidades de cuidados intensivos y el uso de catéteres.

Diferentes grupos de investigadores han realizado estudios relacionados con los factores de virulencia de
Candida principalmente en biopeliculas y su papel como fuente de infeccion en el hospedero, con la finalidad

de poder explicar el incremento de estas infecciones.

Mundialmente, en los ultimos seis afios los estudios andlogos con las biopeliculas formadas por especie de
Candida han aumentado; los invesitagadores han utilizado diversos modelos para poder describir y explicar a las

biopeliculas y su importancia.

Actualmente las biopeliculas son consideradas un problema de salud publica en los grupos mas vulnerables; en
México no se conoce la incidencia de las fungemias por Candida y los trabajos relacionados con la formacion de

biopeliculas por estas especies son escasos.

Las descripciones disponibles en la literatura indican que las infecciones a nivel sanguineo inician con la
formacion de biopeliculas en los catéteres que han permanecido 2 siu. Es probable que el material y las

caracteristicas fisicas y quimicas de éste favorezcan el establecimiento de la biopelicula.

Por ello es importante conocer la capacidad que presentan las diferentes especies de Candida causantes de
infeccion en México, para desarrollar biopeliculas sobre la superficie de los catéteres, asi como conocer la
actividad de los antifingicos de uso rutinario sobre estas estructuras, lo que podria explicar el incremento de

estas infecciones y la alta mortalidad de los pacientes hospitalizados.




4. HIPOTESIS

Las especies de Candida son la primera causa de infecciones fingicas nosocomiales, las cuales estan asociadas a
multipels factores de riesgo como el uso de dispositivos médicos o catéteres. En algunas especies de este
género se ha demostrado la capacidad para desarrollar biopeliculas en diferentes tipos de superficie. Se ha visto
que las biopliculas pueden estar relacionadas con el aumento de estas infecciones y el incremento de la

resistencia los antifingicos.
La capacidad de formacion de la biopelicula estara relacionada con diferentes variables,

- Las caracteristicas morfologicas de cada una de las especies influird en la capacidad de desarrollo

de la biopelicula, siendo las especies con formacion de pseudohifa e hifas, seran las que mostraran

un fuerte formacion de biopelicula.

- Las caracteristicas intrinsecas de cada superficie influird en la formacion de la biopelicula, siendo

las de mayor indice de rugosidad las que promoveran mayor formacion de biopelicula.

- Las biopeliculas formadas por algunas especies de Candida, mostraran resistencia a los
antifiingicos, principalmente las especies que formen pseudohifa e hifas y sobre superficies con

indices de rugosidad alta.




5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Inducir el establecimiento de la biopelicula con aislados clinicos de diferentes especies de Candida sobre cuatro
tipos de catéteres (catéter venoso central, Tenckhoff, Mahurkar y Foley) y conocer el patron de sensibilidad a

tres antifungicos.

5.2 Objetivos Particulares

Corroborar la identidad de los aislados clinicos obtenidos por diferentes técnicas moleculares.

Caracterizar la superficie de los cuatro catéteres (catéter venoso central, Tenckhoff, Mahurkar y Foley).

Detectar y cuantificar la capacidad de cada uno de los aislados clinicos para formar biopeliculas sobre los cuatro

catéteres.
Determinar si existe una relacion entre los cuatro catéteres probados y la formacion de la biopelicula

Obtener el patron de sensibilidad a tres antifungicos de las biopeliculas formadas por algunos de los aislados

clinicos de Candida sobre los cuatro catéteres probados.

Comparar la actividad de los tres antifiingicos sobre las biopeliculas formadas por los aislados de Candida spp.

sobre los cuatro catéteres probados.




6. METODOLOGIA

6.1 Aislados

Estudio transversal, observacional, descriptivo y comparativo, realizado en 49 aislados clinicos de Candida spp.
obtenidos de 36 pacientes con diversos factores de riesgo. Los aislados se obtuvieron de los siguientes tipos de
muestras: a) sangre; b) orina; c) liquido de didlisis y d) puntas de catéter, los cuales fueron previamente
identificados por métodos tradicionales (Cuadro 12) y la morfologia macro y microscopica fue verificada en
cada una de ellos. Las cepas de referencia utilizadas fueron C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis sensu
stricto ATCC 29019, C. metapsilosis ATCC 96144, C. orthopsilosis 96141, C. glabrata ATCC 90030, C.
dubliniensis ATCC MYA-577y C. krusei ATCC 6258.

En la Figura 17 se muestra de manera general el diagrama de trabajo que se realizé en este proyecto.
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Figura 17. Diagrama general de trabajo. MEB: microscopia electronica de barrido; MF: microscopia de fluorescencia.
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Cuadro 12. Cuarentay nueve aislados clinicos de Candida spp. obtenidos de muestras clinicas.

# sidado Fspede Origen Inst. # sidado Fspede Origen Inst.

1 39 Cparapsioss P.catéier IMSS 26 24948 Cropiads Sangre ISSSTE
2 40 Cparapsioss P.catéier IMSS 27 27258 Calbicans Liq.didlisis  ISSSTE
3 48 C albians P.catéier IMSS 28 54552 C albicans Liq.didlisis  ISSSTE
4 89 Cparapsioss P.catéier IMSS 29 55288 Chusa Orina ISSSTE
5 100 Cparapsiioss P.catéier IMSS 30 60804 Calbicans Sangre ISSSTE
6 CAT09 C albicans P.catéier ISSSTE 31 61529 C albicans Orina ISSSTE
7 CAT11 Cpargpsioss P.catéier ISSSTE 32 67860 Calbicans Liq.didlisis  ISSSTE
8 CAT14  Cgallermondi P.catéier ISSSTE 33 75785 Cpargpsioss Orina ISSSTE
9 CATISM  Cglatvaia P.catéier ISSSTE 34 14607R  Cgtdraa P.catéier ISSSTE
10 CAT15V  Cduliuenss P.catéier ISSSTE 35 14607V Calwans P.catéier ISSSTE
11 CATI8M  Cglatvaia P.catéier ISSSTE 36 60394A  Cogpuadis Orina ISSSTE
12 CAT18R  Chusa P.catéier ISSSTE 37 60394M  Cglabraaa Orina ISSSTE
13 CAT18V  Cdubliuenss P.catéier ISSSTE 38 64554 Cglabraaa Orina ISSSTE
14 CAT19 Cropiads P.catéier ISSSTE 39 64554V Calbians Orina ISSSTE
15 CAT33 Cpargpsioss P.catéier ISSSTE 40 64555M  Cglabraa Orina ISSSTE
16 CAT37  Cpagpsoss P.catéier ISSSTE 41 64555V Calbians Orina ISSSTE
17 CAT43 C albicans P.catéier ISSSTE 42 80320A  Cgtdrau Sangre ISSSTE
18 CAT47  Calans P.catéier ISSSTE 43 803208 Calwans Sangre ISSSTE
19 CAT51 Chusa P.catéier ISSSTE 44 80320U  Cogpucalis Orina ISSSTE
20 CATS2M  Cglatvaia P.catéier ISSSTE 45 83332H  Calwans Sangre ISSSTE
21 CAT52V  Calwans P.catéier ISSSTE 46 83332V Cabians P.catéier ISSSTE
22 CAT56 Cropials P.catéier ISSSTE 47 83332R  Cglabvaa P.catéier ISSSTE
23 12420 C albicans Sangre ISSSTE 48 83254 Cropiads P.catéier ISSSTE
24, 16926 Cropiads Sangre ISSSTE 49 87325 Calbicans Liq.didlisis  ISSSTE
25 21466 Cropiads P.catéier ISSSTE

6.2 Identificacion molecular

A todos los aislados se les realiz6 identificacion por técnicas moleculares siguiendo el método de diversos
autores y con algunas modificaciones de acuerdo con el siguiente esquema de la Figura 18 (Ahmad ez @/ 2012)

(Mirhendi ezal. 2010) (Mohammadi ez a/. 2013) (Tavanti ez al 2005). De cada uno de los aislados de Candida

spp- se realizo un cultivo masivo en agar dextrosa Sabouraud (ADS) y se incub6 a 35°C por 48 h.
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Figura 18. Diagrama de procedimientos para la identificacion molecular de los aislados de

6.2.1 Extraccion de ADN
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—

Candida spp.

El ADN de todos los aislados fue obtenido con un kit de extraccion comercial GeneAll® Exgene ™ Plant

(GeneAll Biotechnology CO, Songpa-gu, Seul Korea) siguiendo las indicaciones del fabricante. La integridad y

calidad del ADN se verifico por electroforesis en un gel de agarosa (Invitrogen®, Carlsbad, CA) al 0.8%, tefiido

con SYBER® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®). La cuantificacion del ADN se realizo por espectrofotometria

(EPOCH, BioTeke, Winooski, VT).

6.2.2 Identificacion de Candida spp. por PCR de laregion ITS

Para la identificacion de las especies de Candida se amplifico la region de espacios internos transcripcionales

(ITS1-ITS4) de cada uno de los aislados (Cuadro 13) (Mohammadi eza/. 2013).

C. orthopsilosis >



Cuadro 13. Mezcla de reaccion para la amplificacion de la region I'TS por PCR con volumen final de 50 pL.

Mezcla de reaccion [Final]
Buffer de reaccion 1X

MgCly 2.0 mM
dNTPs* 0.5mMc/u
Taq polimerasa™* 2.5U
ITS1(5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') 1 pM

ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') 1 pM

ADN 100 ng

* Invitrogcn® **Applied Biosystems (Foster City, CA)®

Las condiciones de la PCR en el termociclador (Perkin Elmer®, Waltham, MA) fueron:

Temperatura 96°C 94°C 58°C 72°C 720C
Tiempo 5 307 307 307 5
Ciclos 1 40 1
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Alineacion Elongacion Terminacion

La amplificacion se verifico por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBER® Safe

(Invitrogen®).

6.2.3 Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
El amplicon obtenido en la PCR para la region ITS de cada uno de los asilados fue purificado con el kit DNA
clean y concentrator -5 (Zymo Research Corp, Irvine, CA) y fue sometido a una digestion con la enzima de
restriccion Mispl (New England®, Ispwich, MA) (Mohammadi ez &/. 2013), bajo las condiciones establecidas por
el fabricante. Los productos fueron separados en un gel de agarosa al 3% y tenido con EpiQuick DNA stain

(EpiGentek®, Farmigdale, NY). Los patrones de restriccion se compararon con los descritos por otros autores

(Cuadro 14) (Mohammadi eza/. 2013).

Cuadro 14. Patrones de corte especificos para cada una de las especies de Candida (Mohammadi ez al. 2013).

Fee Tamano del amplicon Tamano de los fragmentos de la
ITS1-ITS4 (pb) digestion enzimitica con Msp/ (pb)

C. albicans / C. dubliniensis 537 239,298

C. glabrata 881 320,561

C. guilliermondii 607 82,155,370

C. krusei 510 250,260

C. parapsilosis sensu stricto 530 530

C. metapsilosis 531 531

C. orthopsilosis 510 510

C. tropicalis 526 186, 340




6.2.4 PCR duplex parala diferenciacion entre C. albicansyC. dubliniensts

La identificacion especifica de estas especies se baso en la PCR duaplex con secuencias blanco, en las regiones
ITS1-ITS2 de la region del ADNr (Ahmad ezal. 2012). Para ello se utilizo el ADN extraido previamente. La

amplificacion de la region especifica se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL.. La mezcla se muestra en el

Cuadro 15.

Cuadro 15. Mezcla de reaccion para la PCR-daplex con volumen final de 50 pL.

Mezcla de reaccion [Final]
Buffer de reaccion 1X

MgCly 1.2mM
dNTPs * 0.1mMc/u
Taq polimerasa ** 2.5U
CALF (5°-TGG TAA GGC GGG ATCGCTT 3°) 0.4 pM
CALR (5>-GGT CAAAGCT TTG AAG ATATAC3’) 0.4 pM
CDUF (5>-AAACTT GTCACGAGATTATTTTT 3°) 0.4 pM
CDUR (5’-AAA GTT TGA AGA ATA AAATGG C-3°) 0.4 pM
ADN 50 ng

* Invitrogen® * * Applied Biosystems (Foster City, CA)®

Las condiciones de reaccion para la PCR fueron las siguientes:

Temperatura 96°C 95°C 55°C 72°C 72°C
Tiempo 5 I 30” 1” 10’
Ciclos 1 30 1
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Alineacion Elongacion Terminacion

Los amplicones obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% teiiido con SYBER® SAFE

(Invitrogen®). El tamaiio esperado del producto amplificado fue de 100 pb para C. albicans y 325 pb para C.

dubliniensis (Ahmad ez al 2012).

6.2.5 Identificacion del complejo Candida parapsilosis por PCR-RFLP

Al confirmar la identidad de C. parapsilosis por PCR-RFLP con Mspl, se realizo una segunda PCR para
amplificar la region del gen SADH (alcohol deshidrogenasa secundaria) y asi diferenciar C. mezapsilosis, C.
orthopsilosts y C. parapsilosis sensu stricto. (Mirhendi ezal. 2010) (Tavanti ezal 2005). La mezcla de la

reaccion se muestra en el Cuadro 16.




Cuadro 16. Mezcla de reaccion para la PCR del gen SADH, para un volumen final de 50 pL.

Buffer de reaccion 1X

MgCly 1.5mM
dNTPs ** 0.2mMc/u
Taq polimerasa * 2.5U
SADHF (5’-GTT GAT GCT GTT GGATTG T-3’) 0.25pM
SADHR (5°-CAA TGC CAA ATC TCC CAA-3) 0.25pM
Albimina 0.2 pg/mL
ADN 100 ng

* InVitrogen® **Bioline® (Taunton, MA)

Las reacciones fueron llevadas a cabo bajo las siguientes condiciones:
94°C 95°C 55°C 72°C 72°C
v 30” I 90™ 5

1 35 1
] [ |

Los amplicones fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%. Los productos obtenidos en la PCR para el gen
SADH fueron purificados en un DNA clean y concentrator -5 de Zymo research® y posteriormente digeridos

con la enzima Ban/ (New England®) bajo las condiciones establecidas por el fabricante. Los productos de la

digestion enzimdtica fueron observados en un gel de agarosa al 3% tefiido con EpiQuick DNA stain
(Epigentck®). Los tamaiios de los productos digeridos fueron comparados con los descritos previamente por

Tavanti y cols (Tavanti ez a/. 2005) para identificar las especies del complejo C. parapsilosis (Cuadro 17).

Cuadro 17. Patrones de corte con la enzima Barn/ del gen SADH para la identificacion de las especies del complejo C.
parapsilosis (Mirhendi ez al. 2010).

C. parapsilosis sensu stricto 720 200y 520
C. orthopsilosts 720 716
C. metapsilosis 720 100, 190y 390



6.3 Caracterizacion de las superficies

Lo cuatro tipos de catéteres utilizados fueron: catéter venoso central Trokar® (CVC), catéter urinario tipo
Foley Holy® (FLY), catéter para hemodidlisis tipo Mahurkar Covidien® (MHK), catéter para didlisis tipo
Tenckhoff Covidien® (TKF) (Figura 19). Se les determind rugosidad y energia de superficie.

Figura 19. Los catéteres utilizados en este estudio. A) CVC; B) FLY; C) MHK (medline.com/product/MAHURKAR) y
D) TKF.

6.3.1 Rugosidad

De cada uno de los catéteres se determiné el grado de rugosidad por microscopia de fuerza atomica (MFA),
aplicando la técnica de contacto intermitente (JSPM-4210 Jeol®, Peabody, MA). Se obtuvieron imégenes a
diferentes escalas de observacion (10pm, S5pm, 2pm, 1pm, 0.5pm) y éstas fueron observadas y analizadas con el
programa WinSPMSystem®; se obtuvo el valor de la media de la rugosidad (Ra), el pico més alto (Rz), el
promedio de 10 picos mas altos (Rzjis), factor de rugosidad o indice de drea (r) y el perfil de cada una de las

superficies (Rodriguez-Hernandez ez al 2011).

6.3.2 Energia de superficie

A todas las superficies se les midié el dangulo de contacto con la ayuda de un Goniometro Drop Contour
Analysis. Para esta prueba los catéteres se cortaron en fragmentos de 1.5 cm y se colocaron sobre soportes de
acrilico, se comprimieron para obtener una superficie plana sin alterar la superficie de la muestra, se coloc6 una
gota de 2 plL de tres liquidos (agua tridestilada, formamida (Sigma®, St. Louis; MO®) y glicerol (Hycel®,
México)) a temperatura ambiente. En experimentos independientes se tomaron videos durante 1 minuto de
cada gota y se analizaron los fotogramas a los 5 seg. El experimento se realizo por triplicado para cada material y
cada liquido. Las imdgenes fueron analizadas con los programas Pinnacle Study HD v15.0 (Corel Co, Menlo

Park, CA) e Image], para obtener el dngulo de contacto del lado derecho e izquierdo (Figura 20-A).




Por la naturaleza de la rugosidad y heterogeneidad de la superficie se utilizo la ecuacion de Wenzel para la
correccion del angulo de contacto. En la Figura 20-B se muestra como la rugosidad puede influir en el angulo

de contacto (Rodriguez-Hernandez ez al 2011).

A

Ecuacién 1:

cosBa =r cos0O

Figura 20. Angulo de contacto sobre una superficie. En A se observa el angulo de contacto formado por una gota en una
superficie y en B se esquematiza la rugosidad de una superficie (Imagen tomada y modificada de Rodriguez-Herndndez
AG (Rodriguez-Hernandez ez a/. 2011)). En la Ecuacion 1 (Ecuacion de Wenzel) se muestra como el factor de rugosidad
o factor de Wenzel (r) influye en el angulo de contacto.

La energia libre de superficie y sus componentes polares y dispersivos se calcularon a partir de los datos de los

angulos de contacto obtenidos para cada tipo de superficie con la correccion de Wenzel, por el método Owens,

Wendt, Rabel, Kaelble (OWRK) (Rodriguez-Hernandez ez a/. 2011), el cual se fundamenta en la ecuacion de

Young (Ecuacion 2), donde existe una relacion entre el angulo de contacto 6, la tension superficial del liquido
0. latension entre la fase liquida y solida 0 g y la energia libre del solido 0.

Fecuacion 2: 0s=0,+0;cos0
Es necesario determinar 0 g, lo cual se basa en la tension superficial de 0'g y 07 (Ecuacion 3) y se interpreta

como la media geométrica de una parte dispersa 0'? y una parte polar O';’ de liquido y el sélido (Ecuacion 4),

para ello se requieren liquidos con valores conocidos de tension superficial y su parte polar y dispersa (Cuadro

18); al menos uno de ellos debe de tener una parte polar (>0).

Ecuacién 3: 0'1 = 0';1 + O'f y O'S = 0'_‘91 + 0'1:

y — [ d. _d [P P
Feuacion 4: asl—as+al—2( O, "0, + /0 al)




Cuadro 18.Valores de tension superficial, parte polar y parte dispersa de los tres liquidos utilizados.

Agua  Formamida Glicerol

Tension superficial (m)/m?) 72.1 56.9 63.1
Parte polar 67 (m)/m?) ~ 52.2 33.4 26.1
Parte dispersa ¢/ (mJ/m?) 19.9 23.5 37

La Ecuacion 4 se arregla para expresarse segin la ecuacion general de la recta (y = mx + b) (Ecuacion 5)
para obtener los componentes O'f y 0'? de la energia libre superficial del solido, como la pendiente y la

ordenada al origen, respectivamente; la suma de ambas partes da como resultado el valor de la energia libre

superficial (Rodriguez-Hernandez ez a/ 2011).

(1+cos 8)0, af p
Ecuacion 5 = O'Z - + o,
2| 4 of
g

6.4 Formacion de labiopelicula

Las biopeliculas se desarrollaron sobre los fragmentos de cuatro sustratos plasticos de catéteres comerciales, de

acuerdo al método descrito por Chandra ] y cols (Chandra ez @/ 2008) y Nweze El'y cols (Nweze ez al 2012).

6.4.1 Preparacion de las superficies
Los cuatro tipos de catéteres utilizados fueron cortados en fragmentos de 3 mm ) para obtener las superficies
para la formacion de la biopelicula, éstos se dividieron por tipo y fueron esterilizados por luz UV durante 3

ciclos de 90 segundos cada uno. De cada lote se tom6 un fragmento para realizar la prueba de esterilidad en

caldo RPMI-glucosa 2%, a 35°C por 48 h.

6.4.2 Pre-tratamiento de las superficies

Los fragmentos fueron colocados en placas de 96 pozos y se anadieron 100 pL. de suero bovino fetal. Las

placas se incubaron a 37°C por 24 h, a 110 rpm. Posteriormente se lavaron dos veces con a buffer de fosfatos

salino (PBS).




6.4.3 Inoculo

Cada uno de los aislados fueron crecidos en ADS a 37°C por 24 h; de este crecimiento se tomaron 3 colonias
para ser inoculadas en 7 mL de caldo de levadura nitrogenada (BD®) suplementada con dextrosa (50 mM) e
incubadas a 37°C por 24 h, a 110 rpm. La masa levaduriforme fue lavada por centrifugacion a 2,500 g a 4°C
por 5 min; las células se re-suspendieron en 5 mL de PBS; este proceso se repitio tres veces para eliminar todo
el medio de cultivo. Finalmente, las células se re-suspendieron en 5 mL de PBS y se prepard una suspension a

una concentracion de 1x10° células/mL. La suspension inéeulo se centrifugd y re-suspendié en 5 mL de caldo

RPMI-glucosa 2%.

6.4.4 Inoculacion de las superficies
Las placas preparadas previamente con los fragmentos de cada uno de las superficies fueron inoculadas con 100

pL de la suspension de indculo preparado e incubas a 37°C por 90 min (sin agitacion) para favorecer la fase de

adhesion.

6.4.5 Desarrollo de labiopelicula

Después de la fase de adhesion, las placas fueron lavadas 2 veces con PBS y las superficies fueron transferidas a
una nueva placa de 96 pozos, a cada pozo se le agregaron 200 pL de caldo RPMI-glucosa 2%, se incubaron a
37°C a diferentes tiempos (12, 24, 48, 72 h), a 110 rpm. En cuatro pozos de la columna 12 de cada placa se

colocaron las superficies sin inocular, como control de esterilidad y control blanco.

6.4..6 Cuantificaciéon de labiopelicula
Las biopelicula formadas en las superficies a los diferentes tiempos probados (90 min, 12, 24, 48 y 72 h) se
cuantificaron por el ensayo de 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilido (XTT)
(SIGMA®). Inicialmente cada fragmento se lavé dos veces con PBS y fucron transferidos a una placa nueva que
contenia 100 pL de una mezcla de XTT (5 mg/mL)/PBS 1:5 (vol/vol) y 8 pL. menadiona (1mM). Las placas se
incubaron a 37°C por 3 h, a 110 rpm en obscuridad. De la reaccion obtenida 80 pL fueron transferidos a una
“)

nueva placay se leyo por espectrofotometria a A492 nm (Dynex ™). El experimento se realizo por triplicado para

cada uno de los aislados y en cada una de las superficies.




6.4.7 Clasificacion de los aislados por su capacidad de formacion de biopelicula.
Todos los aislados se clasificaron por su capacidad de formacion de biopelicula con base en la actividad
metabdlica cuantificada por XTT (DO492) en cada una de las superficies bajo dos criterios descritos

previamente:

Criterio Muadcheigka T (Muadcheingka y Tantivitayakul, 2015): Los aislados se clasificaron en altos, bajos y
nulos formadores de biopeliculas considerando su DO493: DO < 0.05, se definieron como nulos formadores de
biopelicula (NFB); 0.25 > OD = 0.05 bajos formadores de biopeliculas (BFB); y DO > (.25 altos formadoras
de biopelicula (AFB).

Criterio Stepanovic S (Stepanovic ezal. 2000): Se establecié un punto de corte (DO.) como tres veces la
desviacion estandar sobre la media del control negativo. Los criterios se establecieron bajo los siguientes

lineamientos: DO = DO, como no formadores de biopelicula (NF); DO, < DO = 2xDO, como débil formador
(DF); 2xDO. < DO = 4xDO, moderado formador (MF); y 4xDO. < DO fuerte formador (FF).

6.5 Microscopia

Las biopeliculas formadas en cada uno de las superficies, bajo las mismas condiciones fueron procesadas para la

observacion en dos tipos de microscopia:

a) Microscopia de fluorescencia (MF): El fragmento donde se desarroll6 la biopelicula se coloco en un
portaobjetos y se le afiadio una gota de blanco de calcofliior (SIGMA®), se observd en un microscopio
de fluorescencia (IX70 con fluorescencia, Olympus®). La observacion se realizo a los 90 min, 24y 48 h

de desarrollo.

b) Microscopia electronica de barrido (MEB) por punto critico al alto vacio y las observaciones se
realizaron a los 90 min, 24 y 48 h de desarrollo. La superficie con la biopelicula se trat6 bajo el

siguiente tratamiento.

Primera fijacion: Los fragmentos con las biopeliculas fueron sumergidos en una solucion de glutaraldehido

con cacodilato de sodio al 2.5% por 1 h. Se realizaron tres lavados con buffer de cacodilato de sodio al 0.1 M

por 10 min y se mantuvieron en refrigeracion hasta el siguiente paso.




Segunda fijacion: Los fragmentos fueron transferidos a una solucion de tetradxido de osmio al 2% por 30 min.

Se realizaron tres lavados con buffer de cacodilato de sodio al 0.1 M por 10 min y se mantuvieron en

refrigeracion hasta el siguiente paso.

Deshidratacion: Los fragmentos fueron sumergidos en etanol a concentraciones crecientes (30% 10 min,

50% 10 min, 70% 10 min, 80% 10 min, 90% 10 min, 100% 15 min, 100% 15 min).

Desecado: Este proceso se llevo a cabo por el método de punto critico.

Montaje: Los fragmentos se montaron sobre un porta muestras con adhesivo y un conductor eléctrico, se

almacenaron en un desecador al vacio.

Recubrimiento: Las muestras se colocaron dentro de un pulverizador catddico para obtener un capa de oro de

~10 nm.

Observacion: Para la obtencion de las imagenes se utilizé un microscopio electronico de barrido (DSM950,
Carl Zeiss®). Para cada muestra se tomaron diferentes imagenes en escalas de 500 a 5000 aumentos. Las

imagenes fueron capturadas en pelicula de emulsion de plata y posteriormente digitalizadas y convertidas a

positivo en Adobe Photoshop CC . | 60|

6.6 Prueba de sensibilidad a tres antifungicos

Seis aislados fueron seleccionados de cada una de las siguientes especies C. albicans, C. glabratay C. tropicalis.
La formacion de biopelicula fue inducida bajo las mismas condiciones descritas previamente para obtener una

biopelicula madura (48 h), las cuales se sometieron a prueba de sensibilidad a tres antifiingicos (anfotericina B

(AMB), posaconazol (PSZ) y caspofungina (CSF).

Para las pruebas de sensibilidad se prepararon placas de microdilucion en caldo con RPMI-glucosa 2% a
diferentes concentraciones de antifiingicos (AMB, de 0.03 a 16 pg/mL; PSZ, de 0.03 a 16 pg/mL; CSF, de
0.03 a 16 pg/mL (CLSI 2008). La biopelicula fue formada en once fragmentos de cada tipo de superficie por
aislado, las cuales se dejaron madurar por 48 h, se lavaron con PBS y se transfirieron a las placas de
microdilucion preparadas previamente con los antifingicos de acuerdo con el documento M27-A3 (CLSI

2008), se incubaron a 37°C por 24 h, a 110 rpm (Nweze ez @/. 2012). Posteriormente se lavaron una vez con




PBS vy se cuantificaron, los fragmentos se transfirieron a placas nuevas, las cuales contenian 100 pL. de una
solucion de XTT (5 mg/mL)/PBS 1:5 (vol/vol) y 8 pL. menadiona (1mM), se incubaron a 37°C por 3 h,a 110
rpm y se transfirieron 80 pl. de la reaccion a una nueva placa. Finalmente, la lectura se realizd por
espectrofotometria a 2492 nm (DYNEX®) (Nweze ezal 2012). El experimento se hizo por duplicado. La
concentracién minima inhibitoria (CMI) se establecié como la reduccion del =50% de la actividad metabolica

con respecto al control.

6.7 Analisis de los datos

El programa Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) fue utilizado para el andlisis de los datos. Se
obtuvieron medias, desviacion estiandar (DS) y error estandar (ErS). Para analizar la diferencia entre la
formacion de la biopelicula de las especies de Candida en las diferentes superficies probadas se utilizo6 ANOVA
de dos vias con una prueba post hoc de Tukey, asi como para la comparacion de la actividad de los antifingicos
en las pruebas de sensibilidad (»<0.05). Se realizo regresion logistica para la correlacion entre la adhesion y las

caracteristicas de las superficies.




7. RESULTADOS

7.1 Pacientesy aislados

En el Hospital General Dario Ferndandez (ISSSTE) se procesaron 11,141 muestras microbioldgicas, en un
periodo de 604 dias (01- Enero -2014 al 29 — Mayo - 2015), de las cuales 97 fueron positivas para alguna
especie de Candida (0.87%); en este trabajo solo se incluyeron las causantes de infeccion de vias urinarias,
fungemias, didlisis peritoneal y de puntas de catéter (44 aislados), ademas de 5 aislados obtenidos de puntas
catéter del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS) de un muestreo realizado

a 100 puntas de catéter venoso central.

En la Figura 21 se muestra el origen de los 49 aislados de Candida spp. provenientes de 36 pacientes. El 57%
de los aislados de Candida se recuperaron de diversos catéteres, principalmente de catéter venoso central

(CVC) y catéter tipo Foley (FLY), en el 42.8% y 35.7%, respectivamente.

Total=49

[ Catéter

] Orina

B Sangre

B Liquido de didlisis

20.41%

Figura 21. Origen de las muestras procesadas de 36 pacientes, de donde se obtuvieron los aislados de Candida spp.
incluidos en este estudio.




Los datos demograficos y los factores de riesgo se muestran en la Figura 22. El rango de edad de los pacientes
fue de cero hasta 96 afios, con un promedio de 62 anos (A); el 61.1% correspondi6 a mujeres (B); el factor de
riesgo mas comun fue la aplicacion de algun tipo de catéter (94%) (C), principalmente el CVC en 18 pacientes,
seguido del catéter tipo Foley, en 17 pacientes (D). EI 30% de los pacientes tenian colocado mas de un catéter,
la combinacion mas usual fue CVC con FLY (6 casos), seguida por canula-CVC-FLY (4 casos). Otro de los
factores de riesgo fue el tratamiento con antimicrobianos (83%) asociado al diagndstico de algin tipo de
infeccion; las mas frecuentes fueron septicemia e infeccion en vias urinarias (E). ElI 30.5% de los pacientes
present6é mas de un tipo de infeccion, es decir la asociacion de septicemia e infeccion de vias urinarias (F). La

mortalidad de los pacientes fue del 28.57%.

De los 36 pacientes incluidos en este estudio se obtuvieron 49 aislados de Candida spp. los cuales fueron
previamente identificados por técnicas tradicionales. En la Figura 23-A se muestra la distribucion de las
especies, la mas comun fue C. albicans (36.73%), seguida por C. glabrata (18.37%), C. parapsilosis y C.
tropicalis (16.33% cada una). Candida albicans se aisl6 de todos los tipos de muestras (catéter, orina, sangre y
liquido de didlisis); ocho de los aislados de C. parapsilosis fueron obtenidos de catéter, principalmente de CVC

(6 aislados) y C. gudlliermondii del catéter de didlisis TKF (Figura 23-B).
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Figura 22. Datos demogrificos, factores de riesgo e infecciones de los 36 pacientes, cuyas muestras fueron incluidas en
este estudio. A) intervalos de edad, B) porcentajes de mujeres/hombres afectados, C) factores de riesgo, (CAT: catéter;
TANT: Terapia antibacteriana; INF: infeccion; DBT: diabetes; IRN: Insuficiencia renal; NEU: neumonia) D) tipos de
catéteres colocados, (CVC: venoso central; FLY: tipo Foley; MHK: tipo Mahurkar; TKF: tipo Tenckhoff), E) tipos de
infecciones detectadas (PRT: peritonitis; SPT: septicemia; IVU: infeccion vias urinarias; NEU: neumonia; Nue-Nos:
neumonia de origen nosocomial; VRB: infecciones de vias respiratorias bajas). y F) niimero de infecciones detectadas en
el paciente.
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Figura 23. A) Especies de Candida identificadas por métodos tradicionales. B) Origen de la muestra y especies de
Candida aisladas de cada una de ellas.

Las caracteristicas macro y microscopias fueron verificadas en cada uno de los aislados, de la Figura 24 ala 29

se muestra las imdgenes correspondientes a las especies incluidas en este estudio: C. albicans (Figura 24), C.
glabrata (Figura 25), C. guilliermondii (Figura 26), C. krusei (Figura 27), C. parapsilosis (Figura 28) y C.
tropicalis (Figura 29).




Figura 24. Candida albwcars

Colonias cremosas, de superficie lisa, color blanco (A); en A1,
acercamiento a las colonias de la imagen A (recuadro), células
esfericas, ovoides o elongadas, uni o multigemantes (3.5-7 x
4-8 pm), CHROMagar Candida® color verde (B), produccion de
blastoconidios, pseudohifas, hifas y clamidoconidios (C),
formacién de tubo germinativo (D).




Figura 25. Candida glabrata

Colonias cremosas, pequeiias y brillantes; color blanco a crema
(A); en Al, acercamiento a las colonias de la imagen A
(recuadro); CHROMagar Candida® color purpura (B);
blastoconidios ovoides (2-3 x 3-4 pm) (Cy C1).
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Figura 26. Candida guiliermondi

Colonias planas, lisas y brillantes; color blanco (A); en Al,
acercamiento a las colonias de la imagen A (recuadro);
CHROMagar Candida® colonias rosadas (B); células ovoides o
elongadas (2-5 x 3-7 pm); formacion de pseudohifas (C) y
blastoconidios (D). .




Candida fruser

Colonias opacas, planas y secas, con halo de hifas; color crema (A); en A1, acercamiento a las colonias de la imagen
A (recuadro); CHROMagar Candida® colonias rosadas con margen blanco y superficie rugosa (B); células
rectangulares (2-6 x 4-10 pm), formacion de blastoconidios y pseudohifas (C, Dy E).




4

Figura 28. Candida parapsioses complejo

Colonias cremosas, opacas de color blanco (A); en
Al, acercamiento a las colonias de la imagen A
(recuadro), CHROMagar Candida® rosa palido (B);
células ovoides (2.5-4 x 3-8 pm), formaciéon de
blastoconidios, pseudohifas e hifas (C, D).




Figura 29. Candida tropecales

Colonias cremosas, lisas, con halo filamentoso, color blanco a
crema (A); en Al, acercamiento a las colonias de la imagen A
(recuadro); CHROMagar Candida® colonias azil acero (B);
células redondas, ovoides o elongadas (3.5-7 x 5.5-10 pm);
blastoconidios, pseudohifas e hifas con tincién blanco de
calcoflior (C), blastoconidios y pseudohifas (D).




La identificacion por métodos moleculares fue realizada en 48 de 49 aislados de Candida por PCR y RFLP. En
la Figura 30 se muestra el gel de agarosa de la PCR de laregion ITS1-1TS4.

Figura 30. Gel de agarosa al 1.5% tefiidos con Saber Safe® que muestra el producto amplificado (ITS1-ITS4) de algunos
de los aislados. M: marcador de peso molecular 100 pb; carriles 1-3 y 5 se observan bandas de =500 pb; en el carril 4 el
fragmento es de =850 pb; el carril C- corresponde al control negativo. La flecha indica la banda de 500 pb.

Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion de la region ITS1-ITS4 y digeridos con la enzima de

restriccion Msp/ (Figura 31), fueron comparados con los patrones de corte (Cuadro 14).
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Figura 31. Gel de agarosa al 3% del RFLP con la enzima de restriccion Msp/ para la identificacion de las especies de
Candida (Imagen convertida a negativo (Adobe Photoshop, San Jose, CA). M: Marcador de peso molecular de 50 pb;
carriles 1y 10: fragmentos de 80,150,370 de C. guilliermondii (aislados CAT14 y 6260); carriles 2 y 4: fragmentos de
239y 298 de C. albicans y/o C. dubliniensis (aislados CAT47 y CAT52V); carril 6: fragmentos de 239 y 298 de C.
dubliniensis (cepa ATCC MYA-577); carriles 3, 5, 11: fragmento de 530 de C. parapsilosis (aislados CAT51, 39y cepa
ATCC 90030); carril 8: fragmentos 320y 561 de C. glabrata (cepa ATCC 2001) y carril 9: fragmentos de 250y 260 de
C. krusei (cepa ATCC 6258); M2: marcador de peso molecular 100 pb.




Los dos aislados identificados previamente como C. dubliniensis, por la técnica de la PCR correspondieron a C.

albicans (Figura 32), dando un total de 20 aislados de esta especie.
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Figura 32. Gel de agarosa al 2 % de la PCR para la diferenciacién‘de C. dubliniensis de C. albicans (Imagen convertida a
negativo (Adobe Photoshop). M: marcador de peso molecular 100 pb. Carriles 1 a 11: fragmentos de 100 pb de C.

albicans (aislados 54552, 64555V, 67860, 803208, 83332H, 83332V, 87325, CAT15V, CAT43, CAT47,
CAT52V).

Todos los aislados de C. parapsilosis fueron identificados como C. parapsilosis sensu stricto, después de
someterlos a PCR del gen SADH y RFLP con Ban/ (Figura 33), los patrones de corte para esta enzima se
muestran en el Cuadro 17. El aislado CAT51 (identificado como C. Arusei por métodos tradicionales) fue

identificado como C. parapsilosis sensu stricto, quedando un total de 9 aislados (18.36%).

Figura 33. A) Gel de agarosa al 2 % de la amplificacion del gen SADH del complejo C. parapsilosis. Carril 1, 2, 3, 4
fragmento de 720 pb; carriles: 1- 29019: C. parapsilosis sensu stricio ATCC 29019; 2- C. metapsilosis ATCC96144; 3-
C. orthopsilosis ATCC9614; 4- C. parapsilosis complejo, aislado CAT11; B) Gel de agarosa al 3% del RFLP con Ban/
para la identificacion de C. metapsilosis, C. orthopsilosis'y C. parapsilosis sensu stricto. M: marcador de peso molecular de
100 pb. Carriles 1-6: C. parapsilosis sensu stricto (Aislados 81, 100, 45786, CAT33, CAT37, CAT51).




La identificacion de los aislados por métodos moleculares re-ubico a nivel de especie el 6% de los aislados
(Figura 34), principalmente los aislados identificados previamente como C. dubliniensis a C. albicans

(40.81%).
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Figura 34. Comparacion de la identificacion de las especies por técnicas tradicional (TD) y por técnicas moleculares
(BM). Candida albicans (40.81%), C. glabrata (18.36%), C. guilliermondii (2.04%), C. krusei (2.04%), C. parapsilosis
(18.36%) y C. tropecalis (16.33%)

Las especies mas frecuentes relacionadas con la mortalidad de los pacientes fueron C. albicans (50%), seguido
por C. glabrata (6.12%), C. tropicalis (6.12%) y C. parapsilosis sensu stricto (2.00%). Los factores de riesgo
presentes en este grupo fue el uso de catéter (14 pacientes); en 9 de ellos con més de un catéter colocado. El

85% presentaron algin tipo de infeccion y la administracion de antimicrobianos.

En siete de los 36 pacientes se aislo mas de una especie de las diferentes muestras procesadas: seis con dos
especies (C. albicans — C. glabrata (5) y C. glabrata - C. tropicalis (1)) y una con tres especies (C. albicans - C.
glabrata — C. kruser). Por otro lado, de dos pacientes se obtuvieron diferentes especies de distintas muestras: en
el primer caso se aislo la asociacion de C. albicansy C. glabrata de sangre'y C. tropicalis de orina; en el segundo

caso se aislo C. albicans de sangre y CVC (intraluminal), y C. glabrata en CVC (extraluminal).



7.2 Caracteristicas fisicas de las superficies estudiadas

Los cuatro materiales plasticos incluidos como superficies para el desarrollo de las biopeliculas, fueron los
catéteres de uso comin en hospitales (CVC, FLY, MHK y TKF). Para cada superficie los valores de rugosidad
(Ra) obtenidos por MFA, los cuales variaron dependiendo de la escala de observacion. En la Figura 35 se
muestra la grafica con los valores de rugosidad a las distintas escalas. La superficie que presenté un mayor Ra

fue FLY alas diferentes escalas y TKF fue en el que se observo la menor.
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Figura 35. Grado de rugosidad (Ra) determinada para cada una de las superficies (CVC, FLY, MHK y TKF) probadas a
distintas escalas de observacion. La flecha roja indica la escala base para este trabajo.

Los valores obtenidos para los parametros de rugosidad se presentan en el Cuadro 19. La superficie del catéter

FLY mostré un mayor grado de rugosidad con 67 nm, mientras que TKF el menor (7 nm).

Cuadro 19. Valores de Ray r obtenidos para cada una de las superficies a una escala de 5 pm.

St 0mNom Rom) - fndecde Sprongminal (L
cve 40.9+15.8 305.2+124.4 167.5+90.3 1.04 19.05+2.6 19.8+9.6
FLY 78.6:22.9 006.6+219.1 265.3£129.1 1.13 98.9+9 4 39.7+10.6
MHK 18.1+5.3 140.2 +£51.1 86.9+38.7 1.03 98 1+1.9 99 0+1.3
TKF 73+1.6 51.4+18.1 25+10.3 1.00 96.5+1.6 96.5+1.6

Ra: rugosidad; Rz: pico més alto; Rzjis: promedio de los 10 picos mds altos; Area nominal: el total del drea susceptible a ser colonizado
por las células; Area real: el drea nominal multiplicado porr.

En la Figura 36 se muestran los perfiles topograficos de cada una de las superficies utilizadas.
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Figura 36. Imdagenes de MFA de las superficies plasticas de los cuatro distintos catéteres utilizados para la formacion de
biopeliculas. Fragmento de 10x10 pm analizados, la escala en Z muestra el rango de Ra de cada uno de ellos (CVC, MHK
y TKF en nm y FLY en pm).

Para evaluar la mojabilidad de las superficies se obtuvieron imagenes de los angulos de contacto con tres
diferentes liquidos. El angulo de contacto obtenido con el agua para todas las muestras fue <90°, por lo que se
determin6 que los materiales fueron hidrofilicos y por lo tanto, la mojabilidad, adhesividad y energia de
superficie fueron bajas. En la Figura 37 se ejemplifica la morfologia de las gotas de formamida, agua MQ y
glicerol en CVC.

Alos angulos de contacto aparentes obtenidos se les aplico la correccion por el efecto de la rugosidad (Ecuacion
de Wenzel) y se presentan en el Cuadro 20. De acuerdo a los dngulos de contacto obtenidos con el agua las

superficies mostraron una tendencia a ser hidrofilicas, siendo el CVC el que mostré mayor hidrofilia (»<0.05).




Figura 37. Angulos de contacto obtenidos sobre CVC con formamida (A), agua MQ" (B) y glicerol (C).

Cuadro 20. Angulos de contacto obtenidos y ajustados con la correccion de Wenzel para cada una de las superficies
probadas con tres liquidos.

73.2+3.7 72.1+14 87.8+1.5

FLY 86.2+0.6 117.3+1.4 105.9+3.0
MHK 85.4+1.0 84.7+0.7 58.2+4.8
TKF 86.5+1.0 102.9+2.1 86.4+0.6

En el Cuadro 21 se presentan los valores de energia de superficie (ES), los valores de los componentes polar y
disperso de acuerdo con la ecuacion de OWRK. En este grupo de superficies se realizé una regresion logistica
entre las dos caracteristicas valoradas (Ray ES). El catéter FLY mostro los valores mds altos de ES y Ra (Figura

38).

Cuadro 21. Valores de la energia de superficie, su componente polar y disperso para cada una de las superficies. (media

+DS).

0.046 +0.011 0.019 = 0.004 0.026 +0.02

FLY 0.33+0.026° 0.015+0.001 0.31+0.04
MHK 0.073+0.045 0.03+0.01 0.042 = 0.04
TKF 0.05£0.016 0.029 +0.003 0.021 +0.01

Valores medios y DS *indican diferencia significativa p<0.05 entre los grupos de superficies
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Figura 38. Grafica de la rugosidad vs energia de superficie (media £ DS) de cada una de las superficies probadas (CVC,
FLY, MHK, TKF). Se observa un aumento de la rugosidad de manera logaritmica a la ES. Con una R%de 0.87.

7.3 Formacion de biopelicula

7.3.1 Cuantificacion de la biopelicula
Fase de adhesion. La adhesion de las levaduras sobre las superficies se comparé contra la rugosidad y el area
real disponible. Las levaduras no presentaron diferencia significativa (»>0.05) entre las superficie probadas
(Figura 39-A); cuando el drea real de cada superficie se contemplé se observo diferencia significativa

dependiendo de la especie (Figura 39-B). Candida albicans mostro diferencia significativa entre la superficies

CVCyFLY (p<0.001).

Cabe destacar que las especies que mostraron la mejor capacidad de adhesion determinada por la actividad

metabolica fueron C. albicansy C. glabrata sobre las cuatro superficies probadas.

Los diferentes parametros que conforman la topografia de la superficie como la Ra y la Rz (Cuadro 19) no
mostraron un efecto directo en la adhesion, ya que el catéter FLY mostro la superficie con los valores mas altos
de estas variables y fue la superficie que reveld la menor adhesion de levaduras, mientras que el CVC presento

valores intermedios de Ra (40.9 nm) y Rz (305.2 nm) y la mayor adhesion (Figura 40).
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Figura 39. Comparacion de la fase de adhesion entre las seis diferentes especies, en cada una de las superficies. A) DO4gy
de la fase de adhesion. B) DOy estandarizadas con el area real disponible en la fase de adhesion.

Asterisco: diferencia significativa **** p<0.001, * p<0.01.
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Figura 40. Efecto de la Ra (A) y Rz (B) sobre la adhesion de las levaduras de las diferentes especies de Candida en cada
una de las superficies. Candida albicans y C. glabrata fueron las especies que presentaron mayor adhesion
independientemente de la superficie.

Otra de las caracteristicas de las superficies valoradas en este trabajo fue la ES, la cual mostré un efecto directo

sobre la adhesion de las levaduras, ya que las superficies con valores entre 0.05 y 0.07 mJ/m? fueron las que

presentaron una mayor adhesion (Figura41-A). El componente disperso fue la principal energia involucrada en

esta etapa (CVC, MHK y TKF) (Figura 41-B), mientras que el componente polar no mostré influencia durante 80 |

esta fase (Figura

41-C).
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Figura 41. Efecto de la energfa de superficie
sobre la adhesion de las levaduras en la fase de
adhesion en la formacion de la biopelicula: (A)
energia de superficie; (B) componentes polar,
(C) componente disperso.




En el anexo 1 se presenta de la Figura 54 a la correspondientes a las graficas comparativas de la formacion de
biopelicula en todos los tiempos analizados contra las caracteristicas topograficas y de energia de superficie, en
las cuales se observan los patrones de crecimiento durante la adhesion y las fases de maduracion, dependientes

de las caracteristicas fisicas y quimicas del material.

Fase de maduracion: Después de los 90 min del contacto inicial (fase de adhesion) se obtuvieron imagenes por
MEB, en las cuales se observaron diversas estructuras fingicas. En la Figura 42 se muestran estructuras de C.
albicans, algunas levaduras gemantes y tubos germinativos adheridos a la superficie de CVC, MHK y TKF (A-
C-D), mientras que en FLY (B) solo pseudohifas e hifas. Ademds en estas imagenes se aprecian las

caracteristicas de rugosidad, de cada una de las superficies, donde destaca la rugosidad de FLY (Figura 42-B).

Figura 42. Imagenes obtenidas por MEB de Candida albicans después de 90 min de incubacion (fase de adhesion) en las
cuatro superficies. En A) superficie CVC, abundantes tubos germinativos; B) FLY, pseudohifas y blastoconidios; en C)
MHK crecimiento en el pliegue del catéter; y D) TKF pseudohifas.




Fase inicial y de maduracion. En la Figura 43 se presentan las graficas de las curvas de formacion de la
biopelicula (0 a 72 h), para cada una de las especies, en las cuatro superficies. En su fase inicial el desarrollo de
la biopelicula se observé a las 12 h en todas las especies; la superficie que mostr6 la mayor formacion de
biopelicula fue en CVC con todas las especies; en C. albicans (A), C. glabrata (B) y C. parapsilosis (E) fue
significativamente mayor que en FLY (»<0.05). Por otro lado, C. zropicalis (F) mostré un crecimiento continuo
y sostenido sobre las cuatro superficies, desde la fase de adhesion (90 min), mostrando los valores mas altos de
DO(492nm)/mm2 a las 72 h (0.013+0.0019), seguida por C. albicans con un valor de 0.011+0.0007
DO 4920m)/ mm>alas 72 h (A), en esta especie se observo una caida en la formacion de la biopelicula a las 48 h.
Las curvas de crecimiento de las biopeliculas de Candida guilliermondii (C)y C. krusei (D) fueron similares en
las cuatro superficies, con un promedio general de DO192um)/ mm? de 0.006+0.0010 y 0.007+0.0004,

respectivamente.

La capacidad de formacion de biopeliculas por las especies estudiadas se comparé en cada una de las superficies
en los tiempos probados, en la Figura 44 se muestran las graficas, donde C. albicansy C. tropicalis fueron las
que presentaron la mayor capacidad para desarrollar biopelicula. En CVC (A), Candida albicans mostré la
mayor formacion de biopelicula a las 24 h (0.012+0.0010 DO 4920m)/ mm2), en comparacion con las otras
especies; a las 48 h hubo un decremento (0.011£0.0007 DO 4920m)/ mmz). Candida tropicalis mantuvo un
crecimiento sostenido de la formacion de biopelicula significativamente mayor (2<0.05) que el resto de las
especies a las 72 h (0.013£0.0019 DO 4920m)/ mm2). En FLY (B), C. albicans fue la especie con mayor
formacion de biopelicula (p<0.05) a las 24 h. En MHK (C), C. albicans y C. tropicalis tavieron la mayor
capacidad de formacion de biopelicula a partir de la 12 h, en comparacion con C. glabrata 'y C. parapsilosis.
Candida albicans present6 una capacidad superior de desarrollar esta estructura en comparacion de C. glabrata
y C. parapsilosis (p<0.05) hasta el final del experimento (72 h); este comportamiento fue similar en TKF (D),
ya que C. albicans fue la especie con mayor formacion de biopelicula a partir de las 12 hasta las 48 h, sin

embargo C. tropicalis tuvo una produccion mayor a las 72 h.
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Figura 43. Curvas de formacion de biopelicula de C. albicans (N=20) (A), C. glabrata (N=10) (B), C. guilliermondii
(N=2) (C), C. krusei (N=2) (D), C. parapsilosis (N=10) (E), C. tropicalis (N=9) (F) sobre CVC, FLY, MHK y TKF. El
asterisco indica diferencia significativa p<0.05 en la formacion de biopelicula y las superficies.
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Figura 44. Graficas de crecimiento comparativo entre especies y las superficies probadas. A) CVC; B) FLY; C) MHK; D)
TKF. Los simbolos indican diferencia estadistica entre grupos (p<0.05); C. albicans vs C. glabrawa (0), C. albicans vs C.

parapsilosis (% ), C. albicansvs C. tropicalis (D), C. tropicalis vs C. glabrata (B), C. tropicalis vs C. parapsilosis (A).

7.3.2 Morfologia de las biopeliculas formadas por Candida spp.

Las biopeliculas observadas por microscopia de fluorescencia (MF) se muestran en la Figura 45 y Figura 46. De
la Figura 47 a Figura 50 por MEB. En la etapa inicial con MF, C. albicans presentd abundantes tubos
germinativos y durante el desarrollo de la misma se evidenciaron otras estructuras fingicas como hifas (T12) y
pseudohifas (T24) y abundantes blastoconidios en todo el proceso. Estos hallazgos se repitieron en las
diferentes superficies. Por otro lado, en las etapas primarias de crecimiento de C. zropicalis sobre todas las
superficies se observaron escasas estructuras fungicas, principalmente pseudohifas e hifas, las cuales
proliferaron hasta obtener una masa altamente densa; en la etapa de maduracion se apreciaron blastoconidios

terminales. Esta especie mostré un crecimiento constante a través del tiempo.
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Figura 45. Biopeliculas formadas por C. albicans desarrolladas sobre cuatro superficies a distintos tiempos (90 min (T0),
12(T12), 24 (T24), 48 h (T48)), observadas por microscopia de fluorescencia con blanco de calcoflior .
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Figura 46. Biopeliculas formadas por C. tropicalis desarrolladas sobre cuatro superficies a distintos tiempos 90 min (T0),
12 (T12), 24 (T24), 48 h (T48)), observadas por microscopia de fluorescencia con blanco de calcofltor.
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La estructura de la biopelicula fue afectada por diversos factores como la especie que la forma y la superficie
donde se desarrolla. En la Figura 47 se muestran imagenes de MEB de las biopeliculas formadas por C. albicans
(A) y C. wropicalis (B) en FLY (1), MHK (2) y TKF (3); en las cuales podemos observar que C. zropicalis
present6 una biopelicula formada con abundantes blastoconidios y algunas hifas. Candida albicans desarroll6
biopeliculas constituidas principalmente por hifas. También destaca la densidad de la biopelicula de C. albicans

en FLY (A1) en comparacion con C. tropicalis (B1) en la misma superficie; y de manera contraria, C. tropicalis

desarroll6 una mayor densidad fingica sobre TKF (B3) que C. albicans (A3).

” -t s

Figura 47. Imdgenes obtenidas por MEB de la biopelicula formada por C. albicans (A) y C. wropicalis (B). En Al
abundantes hifas sobre FLY; A2 pseudohifas sobre MHK y A3, escasos hifas y blastoconidios sobre TKF. En B1 hifas
sobre FLY, en B2 blastoconidios y escasas hifas sobre MHK y B3 abundantes hifas y blastoconidios sobre TKF.

En la Figura 48 se observa la biopelicula formada por C. albicans sobre FLY alas 24 h, en A caracterizada por
una masas fungicas adheridas a la superficie del catéter y en un acercamiento se ve abundante produccion de

hifas (B), con presencia de blastoconidios terminales (C).




'Flgura48. Biopelicula esarrolla or C. al&?cm. (A) imagen panoramlca de la blopehcula (AN), catéter tipo Foley (e);
(B) red de hifas; (C) acercamiento de hifas y blastoconidios terminales.

La biopelicula madura de C. albicans se observo a las 48 h en CVC (Figura 49) y FLY (Figura 50); la
biopelicula en CVC mostr6 un crecimiento homogéneo sobre una porcion del catéter y con abundantes hifas
aéreas, fue evidente la presencia de blastoconidios, pseudohifas e hifas empezando a colonizar nuevas zonas del
catéter. La biopelicula desarrollada en FLY presenta un crecimiento mas heterogéneo y con una distribuicion
en la totalidad del catéter, en B se puede apreciar hifas cercanas a la superficie con presencia de algunos

blastoconidios .
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Figura 49. En A) Biopelicula madura (T48) de C. albicans (A\) formada sobre CVC (®) recuadro acercamiento que se
muestra en B) abundantes hifas aéreas.



Figura 50. En A) Biopelicula madura (T48) de C. albicans (A\) formada sobre FLY (), imagen lado izquierdo superior
acercamiento de la red de hifas, en recuadro azul acercamiento de (B) hifas alargadas formando red, escasos
blastoconidios.

7.3.3 Clasificacion de los aislados por la cantidad de biopelicula desarrollada

Los aislados se clasificaron por su capacidad de producir biopelicula bajo los dos criterios establecidos
previamente. Al analizar los resultados bajo el primer criterio de clasificacion (NFB <0.05, BFB 0.051 -0.25y
AFB >0.25) se encontré que de los 48 aislados y 5 cepas de referencia, el 83.5% de éstos se comportd como
BB alas 48 h'y el 21% fueron AFB, a las 72 h; la superficie FLY fue la que present6 el mayor porcentaje de
aislados AFB (24.5%), mientras que sobre MHK el menor niimero de aislados fueron AFB (18.8%). Alas 72 h
el 30% de los aislados de C. albicans se clasificaron como AFB en las cuatro superficies, por el contrario el 10%
de los aislados de C. glabrata fueron AFB en CVC y en TKF. El 40% de los aislados de C. parapsilosis se
clasifico como AFB en FLY; finalmente, el 33.3% de los aislados de C. zropicalis foeron AFB en CVC, FLY y
MHK, y el 44% en TKF.

En el segundo criterio de clasificacion, los puntos de corte se calcularon bajo la siguiente premisa: no

formadores (NF), OD<=0OD,; débil formador (DF), OD.<OD=<2xOD.; moderado formador (MF), 2xOD.<OD=
y fuerte formador (FF), 4xOD.<OD de biopelicula (Cuadro 22). Los valores OD, se calcul6 tres veces la

desviacion estandar sobre la media de los valores obtenidos del control negativo en cada repeticion.




Cuadro 22. Criterios establecidos con los valores de DO obtenidos, con base en la capacidad de formacion de biopelicula:

Clasificacion Valores DO o>

NF <0.08
DF 0.081-0.162
MF 0.163-0.320
FF >0.320

En general el 6.6% de los aislados se comportd como FF. En la Figura 51 se muestra la grafica segin esta
clasificacion, en cada una de las superficies probadas durante todo el desarrollo de la biopelicula. Es importante
destacar que los aislados de C. albicansy C. tropicalis se clasificaron como MF y FF, en comparacion con C.

glabratay C. parapsilosis que fueron DF y MF.

De manera general, 5 aislados fueron los que presentaron la mayor formacion de biopelicula (0.4 — 0.56
DO492:m) a las 72 h, de los cuales podemos destacar al aislado 12420 de C. albicans; este aislado mostro alta
formacion de biopelicula sobre dos tipos de superficies (FLY y MHK); el cual fue recuperado de sangre y el
paciente presentaba varios factores asociados como la colocacion de diversos catéteres como canula, CVC'y
FLY; ademas de septicemia bacteriana, neumonia y finalmente fallecié. En este mismo grupo, tres aislados de C.
tropicalis presentaron alta formacion de biopelicula sobre CVC, dos de estos aislados (16926 y 21466)

provenian de un mismo paciente y obtenidos de sangre y de catéter venoso central, el paciente fallecio.
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7.4 Pruebas de sensibilidad antifiingica en las biopeliculas formadas por

Candidaspp.

La sensibilidad antifingica a anfotericina B (AMB), caspofungina (CSF) y posaconazol (PSZ) sobre las
biopeliculas formadas por C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis en las cuatro superficies probadas fue
determinada por microdilucion en caldo. Los aislados de C. albicans mostraron los valores mas altos de la
concentracion minima inhibitoria a 50% (CMI5¢) de reduccion en el crecimiento de la biopelicula en FLY
frente a AMB (7.2 £ 2.9 pg/mL), mientras que C. glabrata los menores valores de CMI sobre la biopelicula
desarrollada en MHK (0.05 = 0.01 pg/mL). Por otro lado, el PSZ fue el antifingico que present6 la menor
actividad sobre las biopeliculas de C. albicansy C. tropicalis en CVC, FLY y MHK (Cuadro 23).

Cuadro 23. Valores de CMI5 obtenidos para las biopeliculas formadas por cada una de las especies en las superficies
probadas.

CvC AMB[pg/mL] CSF[pg/mL] PSZ[pg/mL]
C. albicans 23+1.2 14+1.3 5.3+3.3
C. glabrata 3.0+£2.6 0.14+0.03 0.5+0.2
C. tropicalis 2.7+1.6 0.7£0.01 8+3.5
FLY
C. albicans 72+29 4.0+2.7 8.6+2.6
C. glabrata 0.11£0.03 0.34£0.07 1.3+1.3
C. tropicalis 2.0+1.4 0.2£0.07 6.0+3.2
MHK
C. albicans 1.08 £0.6 2.8+2.6 10.7+3.3
C. glabrata 0.05£0.01 0.1+0.07 0.1+0.09
C. tropicalis 0.4£0.3 0.9+0.7 2.6+2.6
TKF
C. albicans 2.7+2.6 0.1+0.07 0.05£0.01
C. glabrata 0.1+0.07 0.07£0.04 0.04£0.01
C. tropicalis 0.09£0.03 1.5+1.2 3.3+2.6

En la Figura 52 se muestran las graficas de la actividad antifingica sobre las biopeliculas desarrolladas,
destacando que C. albicansy C. tropicalis fueron las especies que mostraron mayor resistencia a AMB sobre

CVC, FLY y TKF y las de C. tropicalis frente a este mismo antifingico en CVCy FLY. Todos los antifiingicos




presentaron buena actividad frente a las biopeliculas de C. glabrata, con excepcion de AMB en CVC 'y PSZ en

FLY.

CVC FLY
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Figura 52. CMI5 de las biopeliculas desarrolladas por C. albicans, C. glabratay C. tropicalis en CVC; FLY, MHK y TKF.
Puntos de corte estan marcados para AMB de 2 pg/mL (linea negra), CSFy PSZ de 1 pg/mL (linea roja).



Por otro lado, la evaluacion del dafio fingico ocasionado por los antifingicos sobre las biopeliculas se muestra
en la Figura 53. Las biopeliculas formadas por C. glabrata presentaron un daiio fingico mayor a
concentraciones menores a 1pg/mL frente a CSFy PSZ, por otro lado, las biopeliculas de C. albicans formadas
sobre CVC requieren concentraciones mayores del antifingico para ocasionar un dafio mayor al 50% (CSF (4 -
16 pg/mL)), mientras que frente a PSZ la misma concentracion ocasioné un dafio entre el 30 y el 50%. Los
antifingicos probados sobre las biopeliculas de C. wropicalis causaron un dano fingico mayor al 50% a
concentraciones menores de 1 pg/mL, exceptuando PSZ en CVC y CSF en TKF (8 y 4 pg/mL,

respectivamente).
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Figura 53. Daiio fingico ocasionado por AMB, CSF, PSZ sobre las biopeliculas formadas por C. albicans, C. glabratayy C.
tropicalis en las diferentes superficies (CVC, FLY, MHK, TKF).




8. DISCUSION

El estudio de las biopeliculas formadas por hongos es un fenémeno que en los dltimos 10 afios ha despertado
gran interés en la medicina para explicar la habilidad de estos organismos para colonizar el epitelio y superficies
abidticas como los dispositivos médicos. A nivel mundial se calcula que cerca de 1x10” individuos padecen
alguna infeccion por hongos, de los cuales 25 millones estan en riesgo de morir como consecuencia de
infecciones por Candida spp., de éstas las fungemias son las mas comunes (Cornely ez @/ 2017) (Pfaller ez al.
2012). En EUA Candida spp. son de los agentes infecciosos mas importantes causantes de micosis
oportunistas con una incidencia anual de 72 casos/afio y una mortalidad asociada del 33.9% (Pfaller y
Diekema, 2010). En el presente estudio se observaron 68 casos/ano y una mortalidad del 27.7%. La poblacion
principalmente afectada fue el género femenino (61%), con un promedio de edad de 62 anos. En otros estudios

similares, el 75% de los casos se han presentado en pacientes del género masculino con un rango de edad

variable, en EUA de 50 a 70 ano (40%) (Pfaller ezal 2014), y en la Cd. de México de 20 a 60 aiios (61%)
(Gaona-Flores eral. 2016).

De acuerdo con diversos reportes, C. albicans es la especie que se sigue aislando con mayor frecuencia (40-
70%) (Barchiesi ezal. 2017) (Pfaller ezal. 2012), aunque las especies del grupo no-C. albicans como C.
parapsilosis, C. glabrata 'y C. tropicalis han emergido como un grupo predominante (Pfaller ezal. 2014). En
otros estudio realizados en algunos paises de América, la frecuencia de estas especies fue similar (58 al 72%)
(Gaona-Flores ez al. 2016) (Pfaller ezal. 2012) (Rodriguez ez al. 2017). En el presente trabajo, C. glabraza, C. m
guilliermondir, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis se recuperaron en el 63.27% de los casos, el orden de
frecuencia estuvo relacionado con los especimenes procesados y los factores de riesgo asociados, similar al

reporte de otros autores (Cornistein ez al. 2013).

La identificacion de las especies de Candida es fundamental, con el uso de las técnicas moleculares que
actualmente son consideradas herramientas indispensables para una correcta identificacion, principalmente
para la diferenciacion de C. dubliniensis de C. albicans y de las especies que conforman el complejo C.
parapsilosis (Mohammadi ez @l 2017) (Tadec ez al. 2016). Clark-Ordéiiez y cols (Clark-Ordéfiez ez al 2017)
reportaron a Candida dubliniensis como agente causal en el 2% de las infecciones a nivel mundial; situacion
similar se ha presentado con C. metapsilosis y C. orthopsilosis, las cuales se han reportado en Méxicoen el 1y

8% de los casos, respectivamente (Trevino-Rangel ez @/ 2012). En el presente estudio después de someter los




aislados de C. albicans a las identificacion molecular, ninguna correspondié a C. dubliniensis y los de C.

parapsilosis todos fueron C. parapsilosis sensu stricto.

Un hallazgo de interés fue la obtencion de la asociacion de mas de una especie en el 19% de los pacientes
incluidos en este estudio; la mas comun fue C. albicansy C. glabrata. Esto ha sido descrito previamente por
otros autores, quienes detectaron el 5.7 y 16% de asociaciones de dos especies (Clark-Ordonez ez al 2017)
(Pfaller ez al 2014). Aparentemente las infecciones por una sola especie de Candida fueron mas severas que si
se encontraban en asociacion de dos especies, ya que causaron 7'y 3 fallecimientos, respectivamente. Algunos
autores han realizado estudios de co-infeccion iz vitro de C. albicans'y C. glabrata obteniendo el mayor dano

celular cuando se encuentran en asociacion (Rossoni ez al. 2015).

Para la colonizacion y desarrollo de las infecciones por Candida es fundamental que los pacientes presenten
diversos factores de riesgo. Diferentes reportes a nivel mundial muestran que éstas infecciones estan
relacionadas con el tratamiento que reciben los pacientes hospitalizados, o con las complicaciones que llegan a
presentar como la asociacion de infecciones bacterianas y la exposicion a diversos fairmacos inmunosupresores y
antimicrobianos de amplio espectro (Pfaller ezal 2014). En el estudio de Tadec y cols (Tadec ezal 2016)
detectaron que el uso de CVC (75.9%) y la aplicacion de antibioticos (73.3%) fueron los principales factores de
riesgo, aunque la mayoria presento la asociacion de maltiples factores (86.2%). El grupo de pacientes incluido

en el presente trabajo tuvieron diversos factores, similar a la descripcion previa como el uso de catéteres, CVC

(50%), FLY (47.2%) y la aplicacion de terapia antimicrobiana (83.3%).

El uso de diversos dispositivos médicos en los pacientes es una practica comun, principalmente en los pacientes
de las UCI’s, estos son de gran utilidad para la administracion de soluciones glucosadas, fisiologicas,
antibioticos o para tratamientos como didlisis (Abebe ez @/. 2014). El incremento en el uso de estos dispositivos
han tenido un efecto directo en las infecciones (Chandra ezal 2005), algunos autores los han considerado
como la fuente de diseminacion de las levaduras (Cornistein ezal 2013), debido a que los microorganismos
utilizan estas superficies para el establecimiento de las biopeliculas. La formacion de estas estructuras es un
proceso sumamente complejo e influyen gran nimero factores como son: ambientales, caracteristicas de las
superficies (la rugosidad y la energia de superficie) (Almaguer-Flores ezal 2012). Diversos estudios han
relacionado estas caracteristicas con la adhesion de los microorganismos (Jackson ez @/ 2014) (Mccormick ez
al. 2005) (Almaguer-Flores eral 2012). Los cuatro tipos de superficies de catéteres incluidos en el presente

trabajo, mostraron diferentes grados de rugosidad, siendo FLY la que presentd el mayor grado de Ra 'y ES,




aunque la menor capacidad de adhesion, esto en proporcion con la superficie real disponible y comparada con
las otras superficies estudiadas. En el trabajo realizado por Rodriguez-Hernandez y cols (Rodriguez-Hernandez
etal 2011) relacionaron la adhesion de los microorganismos con el drea real disponible; por otro lado, otros
autores atribuyeron la adhesion de las lelcaduras unicamente a la rugosidad de la superficie, ya que ésta
caracteristica le proporciona anclaje y nichos de proteccion a los microorganismos (Biirgers ezal 2010)
(Dantas ezal. 2016). En el presente trabajo la rugosidad no fue una variable determinante en la adhesion de las
levaduras, ni en la formacion de las biopeliculas, ya que la superficie que present6 la mayor Ra no fue la que
desarroll6 la mayor formacion de biopelicula. Por otra parte, algunos investigadores como Hawthorn L'y Reid G
(Hawthorn y Reid, 1990), Rodriguez-Hernandez y cols (Rodriguez-Hernandez ezal. 2011) y Schmitt y cols
(Schmitt es @/ 1986) han relacionado la energia de superficie como un componente indispensable en la
adhesion de las células, siendo las superficies con mayor ES las mas favorables para la adhesion de los
microorganismo (Biirgers ezal 2010) (Teughels ezal 2006). En el presente estudio se observd un
comportamiento contrario, ya que en las superficies con menor ES se registr6 una mayor adhesion y también
mayor formacion de biopelicula. Posiblemente estas variaciones observadas estén relacionadas con multiples

factores como ES, topografia y la quimica del material.

El desarrollo de la biopelicula es uno de los muchos factores de virulencia que posee Candida spp. para la
colonizacion e invasion de las superficies bidticas y abioticas, ademas de proporcionarle proteccion frente a un
ambiente inhospito (Alnuaimi ez @/ 2013). En los ultimos aios, las biopeliculas de C. albicans son de los
modelos mas estudiados. En este estudio se realizo una comparacion entre la cantidad de biopelicula
desarrollada por seis especies de Candida, en cuatro tipos de superficies; los hallazgos obtenidos determinaron
que todas las especies presentaron la capacidad de desarrollar una biopelicula, independientemente del tipo de
superficie; pero las especies que mostraron la mayor capacidad fueron C. albicans seguida de C. tropicalis, datos
que concuerdan con otros reportes (Guembe ezal. 2017) (Kuhn ez @/ 2002). Por otro lado, en este trabajo
especies como C. glabrata C. guilliermondii y C. parapsilosis fueron las especies que mostraron la menor
capacidad para formar biopelicula, lo cual concuerda con lo publicado por Guembe M y cols (Guembe ez al.
2017), aunque Kuhny cols (Kuhn ez @/. 2002) obtuvieron una buena formacion de biopelicula por C. glabraza.
La formacion de biopeliculas observada por microscopia de fluorescencia con blanco de calcoflior y MEB, fue
puesta en evidencia desde su etapa inicial; la microscopia de fluorescencia nos permitié observar tanto las
estructuras fingicas como la SPE, la cual se present como un aspecto nebuloso, como lo demostraron Chandra

J y cols (Chandra ezal. 2001a). Por otra parte, con MEB se obtuvieron imagenes de la morfologia de la




biopelicula desde su etapa inicial. En C. albicans se evidencio el desarrollo de estas estructuras constituidas por

hifas y blastoconidios terminales, asi como la topografia de las superficies.

Las biopeliculas son estructuras de resistencia, confiriéndole a los microorganismos una barrera de defensa
contra el ambiente donde se desarrollan; es comin que se formen sobre la superficie de los catéteres, lo que
podria explicar la alta resistencia contra los antiftingicos. Diversos estudios han demostrado que las biopeliculas
de Candida son resistentes a diferentes antifiingicos utilizados en la clinica como anfotericina B y fluconazol.
Kuhn y cols (Kuhn eza/. 2002) demostraron que las biopeliculas formadas por C. albicans presentaron
resistencia a fluconazol a las 6 h de formacion, en comparacion con la fase planctonica la cual fue sensible a este
farmaco. Existen reportes en los que se ha demostrado que antifingicos diferentes a los azoles como la
caspofungina, presentan una buena actividad contra las biopeliculas iz vizro (Al-Fattani y Douglas, 2004). En
este estudio la prueba de sensibilidad a anfotericina B, posaconazol y caspofungina mostré que las biopeliculas
de C. ablicans fueron las que presentaron los valores mas altos de resistencia, principalmente desarrolladas
sobre CVC, FLY y MHK. Katragkou Ay cols (Katragkou ez @/ 2008) demostraron que las biopeliculas de C.
albicans requieren concentraciones de 64 pg/mL de PSZ para ocasionar el 50% de dafio fingico, similar a los
resultados obtenidos en el presente trabajo. Por otro lado, Choi HW'y cols (Choi ez @/ 2007) publicaron que la
AMB tiene actividad moderada (2 — 32 pg/mL) contra las biopeliculas desarrolladas por C. albicans, C. glabrata
y C. tropicalis, mientras que la CSF tuvo una buena actividad contra las biopeliculas desarrolladas por C.
albicans (0.06 - 0.5 pg/mL), C. glabrata (>1 pg/mL) y resistentes sobre C. zropicalis (>16 pg/mL). En este
estudio las biopeliculas formadas por C. glabrata mostraron una buen respuesta contra todos los antifiingicos y
en tres de las superficies, mientras que en las biopeliculas de C. zropicalis se detectd resistencia a PSZ en todas
las superficies y la mejor actividad de AMB en MHK; y CSF en CVC, FLY y MHK, contrario al reporte de Al-

fattani MA 'y cols (Al-Fattani y Douglas, 2006), quienes evidenciaron resistencia de esta especie frente a AMB.

Es evidente que las biopeliculas desarrolladas por las especies de Candida sobre la superficie de diversos
catéteres son un foco de infeccion persistente y generan resistencia frente a los antifingicos, lo cual es un
problema de salud que debera ser tomado en cuenta en los pacientes hospitalizados que cursan con multiples

factores de riesgo, entre los que se encuentra la instalacion de uno o mas catéteres.

Para reducir las infecciones nosocomiales es fundamental detectar oportunamente las biopeliculas, para ello se
requiere de sistemas y protocolos estandarizados que puedan realizarse de manera rutinaria en los hospitales.

Se requiere la obtencion de datos comparables del desarrollo de las biopeliculas sobre distintos tipos de




superficie y su perfil de sensibilidad antifingica para establecer guias terapéuticas y manejo de este tipo de

pacientes.
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9. CONCLUSIONES

Todos los aislados clinicos mostraron la capacidad para desarrollar biopeliculas sobre los cuatro
tipos de catéteres probados. Candida albicansy C. tropicalis fueron las dos especies que mostraron
una fuerte formacion de biopelicula en CVC, uno de los catéteres mas usados en los pacientes
atendidos en los hospitales generales. El 10% de los aislados presentaron una fuerte formacion de

biopelicula.

El catéter FLY fue la superficie con la mayor rugosidad y la menor formacion de biopelicula. La
energia de superficie fue la caracteristica que influyé en el desarrollo de la biopelicula, las
superficies con valores menores fueron las que promovieron la mayor adhesion de las levaduras,

siendo el componente disperso el que mostré un patrén en este fendmeno.

El catéter venoso central fue la superficie que favorecio la mayor formacion de biopeliculas por las
seis especies de Candida, siendo C. albicans 1a que presentd mayor formacion de biopelicula
madura a las 24 h'y posterior decremento; la biopelicula de C. zropiucalis mostré un desarrollo lento

y sostenido hasta las 72 h.
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La resistencia de las biopeliculas a los antifingicos va a depender de la especie y de la superficie en
donde se desarrolle. Las biopeliculas de C. albicans y C. tropicalis formadas sobre CVC y FLY
presentaron resistencia frente a AMB y PSZ. Los tres antifiingicos probados mostraron buena

actividad contra las biopeliculas de C. glabrata, excepto AMB en CVC.

Candida albicans fue la principal especie que se identifico en el 40.81% de los aislados, seguido

por C. glabrata (18.36%) y C. parapsilosis (18.36%).
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11. ANEXOS

11.1 Datos generales de pacientes

Cuadro 24. Datos demogrificos y generales de los pacientes donde se obtuvieron los aislados de Candida spp. incluidos en este trabajo.

Factores de riesgo
Paciente Aislado If}?;gﬁ:i:liﬁn Identificacion BM Muestra  Edad Género  Diabetes ;]IHDSK Tc}r;g)ia ::Is:;lf Infeccion ifsi:ﬁ:{c(;o Muerte
39 39 C. parapsilosis — C. parapsilosis sensu stricto CIL 61 M DM2, v v CVC
40 40 C. parapsilosis — C. parapsilosis sensu stricto CIL 96 F CVC
48 48 C. albicans C. albicans CIL 68 M CVC
89 89 C. parapsilosis — C. parapsilosis sensu stricto C.IL 71 F DM2 CVC
100 100 C. parapsilosis — C. parapsilosis sensu stricto CIL 50 F CVC
CAT09  CATO09  C albicans C. albicans C-IL 43 F DM2 v FLY
CAT11 CAT11  C parapsilosis  C. parapsilosis sensu stricto CIL 0 M CVC
CAT14  CAT14  C gudliermondii  C. guilliermondii CIL 76 F DM2, v v P TKF
CAT15 CATISM  C glabrata C. glabrata CIL 69 F DM2 4 S/IVU FLY v
CAT15  CAT15V  C dublinienssis  C. albicans CAIL 69 F DM2 v S/IVU FLY v
CAT18 CATI18M C glabrata C. glabrata CAIL 80 F v FLY
CAT18  CATI18R C. krusei CIL 80 F v FLY
CAT18  CATI18V C dublinienssis  C. albicans CIL 80 F v FLY
CAT19 CAT19  C wopicalis C. tropicalis CIL 60 F v IVU/S FLY
CAT33 CAT33  C parapsilosis  C. parapsilosis sensu stricto CIL 0 M S CVC/FLY v
CAT37  CAT37  C parapsilosis  C. parapsilosis sensu stricto CIL 67 M DM2, v v HB/S MHK
CAT43  CAT43  C albicans C. albicans CIL 38 F v Nnos Ccve
CAT47  CAT47  C albicans C. albicans CAL 64 M DM2 4 MHK v
CAT51 CATS1  C kruser C. parapstlosis sensu stricto CIL 76 M DM2 v p TKF
CAT52  CAT52M  C glabrata C. glabrata C-IL 74 F DM2 v IVU/VRB FLY
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CATS2  CAT52V Calbicans — C. albicans il 2 | 5 | o v IVU/VRB FLY
CAT56  CAT56  C. wopicalis C. tropicalis CIL 70 M v Nnos /IVU FLY
19490 19490 Cabbicans  C albicans Smgre 53 F v S/NEU C/CVC/FLY
16926 16926  C. wopicalis C. tropicalis Sangre 73 M v S/IVU/VRB/NEU CVC/FLY
16926 91466  C. tropicalis C. tropicalis CIL 73 M CVC v
24948 24948  C uopicalis  Ciropicalis Sangre 0 F v S

27258 27258  C albicans C. albicans Didlisis 54 F DM2 v P TKF
54552 54552  C albicans C. albicans Didlisis 54 M DM2 v P TKF
55288 55288 C Arusei C. krused Orina 89 M v VU

60804 60804 Calbicans  C albicans Smgre 68 M v S/NEU CVC/FLY/C
61529 61599 Calbicans  C albicans G 47 F DM2 v $/IVU CVC/FLY
67860 67860 C albicans C. albicans Hemodidlisis 65 M v v S MHK
75785 75785  C parapsilosis  C. parapsilosis sensu stricto Oim 56 F v VU G
14607  14607M G glabrata C. glabrata C-IL 80 F DM2 v S/NEU C/CVC/FLY
14607 14607V C. albicans C. albicans C-IL 80 F DM2 v S/NEU C/CVC/FLY
60394 603944 C wopicalis C. tropicalis O 58 F DM2 v IVU CVC/FLY
60394  60394M C glabrata C. glabrata Oim 58 F v VU CVC/FLY
64554  64554M G glabrata C. glabrata Orina 63 F v IVU FLY
64554 64554y C. albicans C. albicans Orina 63 F v IVU FLY
64555  64555M  C glabrata C. glabrata Orina 89 F v IVU CVC/FLY
64555 64555V C albicans C. albicans Orina 89 F v IVU CVC/FLY
80320  80320A C glabrawa C. glabrata Sangre 59 M P v S/IVU CVC/C/FLY
80320 803208  Calbicans  C. albicans Smgre 60 M P v S/IVU CVC/C/FLY v
80320  80320U  Cuopicalis  C.tropicalis G a | P v S/IVU CVC/C/FLY
83332 83332H Calbicans . albicans Smgre 74 P DM2 v S/Nnos/VRB  CVC/FLY
83332 83332V Coalbicans  C albicans CIL [ F DM2 v S/Nnos/VRB  CVC/FLY
83332 83332k Cglabraa  C glabrata o [ F DM2 v S/Nnos/VRB  CVC/FLY
83254 83254  C. wopicalis C. tropicalis CIL 86 F DM2 S/NEU/ Cvc/C
87325 87325  C albicans C. albicans Didlisis 57 F v v P TKF

BM: Biologia molecular; AB: antimicrobiana C-IL: catéter por técnica intraluminal; catéter por téenica de Maki; Género, F: femenino, M: masculino; DM2: diabetes melitus tipo 2; Infecciones, P: peritonitis, S: septisemia, [VU: de
vias urinarias, HB: hepatitis B, Nnos: Neuomonia nosocomial, VRB: vias respiratorias bajas, NEU: neumonia; Catéteres, CVC: catéter venosos central, FLY: tipo Foley, MHK: tipo Mahurkar, TKF: tipo Tenckhoff, C: canula.
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11.2 Formacion de biopelicula

Grificas obtenidas de la formacion de biopelicula para cada uno de los parametros analizados de las superficies

probadas.
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Figura 54. Cuantificacion de la formacion de biopelicula para cada una de las especies probadas contra la Ra de cada una

de las superficies en los cinco tiempos analizados.
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Figura 55. Cuantificacion de la formacion de biopelicula de las especies probadas contra la Rz en las superficies

estudiadas en los cinco tiempos analizados.
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Figura 56. Cuantificacion de la formacion de biopelicula de las especies probadas contra la energia de superficie de los
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catéteres estudiados (y: CVC; ¢: FLY; M: MHK y T: TKF) en los tiempos analizados.
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Figura 57. Cuantificacion de la formacion de biopelicula de las especies probadas contra los valores obtenidos del
componente polar de los catéteres estudiados (y: CVC; ¢: FLY; M: MHK y T: TKF) en los tiempos analizados.
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componente polar de los catéteres estudiados (y: CVC; ¢: FLY; M: MHK y T: TKF) en los tiempos analizados.

T T

0.1 0.2

0.3

Componente disperso (m]/ m2)

T12

0.0204
0.0151
|
0.0109 __ w1 b
0.005 |
X
0.000 T . .
0.0 0.1 0.2 0.3
T48
0.0204
0.0154 ~«
g\l
0.010- [
0.005 #: 3
1
0.000 T : :
0.0 0.1 0.2 0.3
Componente disperso (m]/ m2)
»  C albicans
w (C glabrata
A C guliermondii
v C kruser
C. parapsilosis
® (. wopicalis

120




11.3 Cuantificacion de la biopelicula

Cuadro 25. Valores obtenidos de la cuantificacion de la biopelicula desarrollada a las 72 h por el ensayo de actividad metabolica sobre

las cuatro superficies de todos los aislados de Candida spp.

Aislado

39

40
48
89

100
CATO09
CAT11

CAT14
CAT15M
CAT15V
CAT18M
CAT18R
CAT18V

CAT19

CAT33

CAT37

CAT43
CAT47

CAT51

CAT52M
CAT52V
CAT56
12420
16926
21466
24948
27258

Especie BM

C. parapsilosis
SCNSU SUriclo
C. parapsilosis
SCNSU SUriclo
C. albicans
C. parapsilosis
SCNSU SUriclo
C. parapsilosis
SCNSU SUriclo
C. albicans
C. parapsilosis
SCNSU SUriclo

C. guilliermondii
C. glabrata
C. albicans

C. glabrata

C. albicans
C. tropicalis
C. parapsilosis
Sensu stricto
C. parapsilosis
Sensu stricto
C. albicans
C. albicans
C. parapsilosis
Sensu Stricto
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. albicans

DO492

0.177

0.178
0.2
0.061

0.245
0.225
0.054

0.138

0.122
0.21

0.337

0.226
0.105

0.117

0.191

0.16
0.13

0.257

0.172
0.3
0.17
0.278
0.53
0.407
0.4
0.263

CvC

Clasif.

MH

BFB

BFB

BFB

BFB

BFB

BFB

BFB

BFB
BFB
BFB

BFB
BFB

BFB

BFB

BFB
BFB

MF

MF

MF

NF

MF

MF

NF

DF
DF
MF
FF

MF
DF

DF

MF

DF
DF

MF

MF
MF
MF
MF
FF
FF
FF
MF

Formacion de biopeliculas T72 (DO .92)

D0492

0.219

0.18
0.227
0.264

0.191
0.284
0.138

0.113

0.147
0.21

0.123

0.19
0.142

0.116

0.166

0.16
0.224

0.275

0.164
0.295
0.168
0.403
0.268
0.267
0.338
0.318

FLY
Clasif.
MH SV
BFB MF
BFB MF
BFB MF
AFB  MF
BFB MF
AFB  MF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB MF
AFB  MF
BFB MF
AFB  MF
BFB MF
AFB  FF
AFB MF
AFB MF
AFB  FF
AFB MF

D 0492

0.149

0.16
0.274
0.164

0.184
0.264
0.106

0.114
0.108
0.232
0.082

0.137
0.128

0.094

0.089

0.176
0.128

0.181

0.174
0.297
0.168
0.432
0.221
0.33
0.285
0.562

MHK
Clasif.
MH SV
BFB DF
BFB DF
AFB  MF
BFB MF
BFB MF
AFB  MF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB MF
BFB MF
AFB  MF
BFB MF
AFB  FF
BFB MF
AFB  FF
AFB  MF
AFB  FF

D0492

0.178

0.175
0.161
0.23

0.148
0.148
0.089

0.114
0.88

0.202

0.131

0.295
0.128

0.078

0.211

0.235
0.112

0.211

0.182
0.257
0.229
0.299
0.343
0.327
0.257
0.304

TKF
Clasif.
MH SV
BFB MF
BFB MF
BFB DF
BFB MF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
BFB DF
AFB  FF
BFB MF
BFB DF
AFB  MF
BFB DF
BFB NF
BFB MF
BFB MF
BFB DF
BFB MF
BFB MF
AFB MF
BFB MF
AFB MF
AFB  FF
AFB  MF
AFB MF
AFB  MF
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54552
55288
60804
61529
67860

75785

14607M
14607V
60394A
60394M
64554M
64554V
64555M
64555V
80320A
803208
80320U
83332H
83332V
83332R
83254
87325

Clasificacion de los aislados por Muadcheingka T ez @/ (MH) y Stepanovic ezal. (SV); BFB: buenos formadores de biopelicula; AFB:
altos formadores de biopeliculas; DF: debil formador, MF: moderado formador; FF: fuerte formador

C. albicans
C. krusei

C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis
Sensu Stricto

C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. glabrata
C. glabrata
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. glabrata
C. tropicalis

C. albicans

0.224
0.132
0.279
0.233
0.197

0.131

0.189
0.175
0.148
0.246
0.101
0.18
0.128
0.12
0.169
0.17
0.188
0.287
0.151
0.133
0.188
0.26

BFB
BFB
AFB
BFB
BFB

BFB

BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
AFB
BFB
BFB
BFB
AFB

MF
DF
MF
MF
MF

DF

MF
MF
DF
MF
DF
MF
DF
DF
MF
MF
MF
MF
DF
DF
MF
MF

0.28
0.176
0.212

0.32
0.174

0.254

0.186
0.23
0.138
0.166
0.131
0.163
0.144
0.155
0.177
0.145
0.16
0.161
0.155
0.188
0.214
0.247

AFB
BFB
BFB
AFB
BFB

BFB

BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB

MF
MF
MF
MF
MF

MF

MF
MF
DF
MF
DF
MF
DF
DF
MF
DF
DF
DF
DF
MF
MF
MF

0.179
0.178
0.217
0.2
0.145

0.13

0.201
0.213
0.173
0.169
0.079
0.199
0.129
0.166
0.163
0.176
0.184
0.252
0.168
0.159
0.288
0.214

BFB
BFB
BFB
BFB
BFB

BFB

BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
BFB
AFB
BFB
BFB
AFB
BFB

MF
MF
MF
MF
DF

DF

MF
MF
MF
MF
NF
MF
DF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
DF
MF
MF

0.231
0.16
0.315
0.218
0.164

0.141

0.252
0.137
0.176
0.178
0.092
0.147
0.104
0.169
0.137
0.135
0.183
0.167
0.167
0.119
0.353
0.337

MF
DF
MF
MF
MF

DF

MF
DF
MF
MF
DF
DF
DF
MF
DF
DF
MF
MF
MF
DF
FF
FF
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11.4 Sensibilidad antiftiingica

Cuadro 26. Valores de CMIsobtenidos para AMB, CSF y PSZ para biopeliculas desarrolladas por aislados de C. albicans, C. glabratayy C. tropicalis sobre cuatro tipos de superficies.

CAT18M C. glabrata

5
CATI8V  C albicans 4 R 05 4 R 003 0.06 0.06 0.125 0.06 0.03 0.06 0.03 0.125
CAT19  C iropicalis  0.03 1 0.03 0.03 0.03 0.14 0.5 0.25 16 R 0.03 0.06 0.03
CAT52M  C glabrata  0.03 0.06 0.06 0.06 0.125 0.25 0.03 0.25 0.25 0.25 0.03
CAT52V  C albicans 0.5 1 0.06 0.03 8 R 025 0.5 0.03 0.03 16 R 0.03
Leoe € ropiealis 003 1 0.125 0'12 006  0.1875 0.25 0.03 0.03 16 R 0.03 0.03
603944 C tropicalis 0.5 0.25 2 R 0.06 0.125 0.155 0.03 1 R 006 0.03 0.03 0.06
64554M  C glabrata  0.03 0.25 0.03 0.06 0.03 0.25 0.03 0.03 2 R 003 0.03
64554y C albicans I R 16 R 0125 0.03 0.25 8 R 003 0.03 0.03 16 R 0.03
80320A C glabraa  0.06 0'12 0.125 0.5 0.06 0.5 0.125 0.03 0.5 0.5 0.5
803208 C albicans 8 R 16 R 025 0.03 0.125 0.06 0.06 0.03 0.03 16 R 0.06
80320U  C. tropicalis 8 R 0.03 0.03 006  0.0925 0.125 0.06 8 R 4 R 003 4 R
83332H  C albicans  0.125 2 R 0.06 16 R 0.125 16 R 025 0.5 16 R 025 0.03
83332R  C glabraa  0.125 0.06 0.03 0.03 0.25 0.5 0.06 0.03 0.5 0.03 0.03
83254 C wropicalis 8 R 8 R 05 0.25 0.125 0.625 4 R 8 R 16 R 16 R 16 R 16 R

AMB: anfotericina B; CSF: caspofungina; PSZ: posaconazol.
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