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l. Introduccion

.1 Género Candida

Las especies del género Candida son microorganismos eucariontes, unicelulares,
mesofilos, aerobios y carecen de pigmentos melanicos y/o carotenoides. Las células
levaduriformes poseen varios organelos como mitocondrias, ribosomas, lisosomas,
vacuolas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, peroxisomas y dictiosomas o cuerpos
cisternales, los cuales derivan en microvesiculas o macrovesiculas (Figura 1)6.

La pared celular constituye aproximadamente el 25 % de la masa celular, esta
formada principalmente por quitina (N-acetilglucosamina), mananas y dos tipos de (-
glucanas quienes le dan rigidez. Ademas, posee glucopéptidos y manoproteinas que le
confieren cierto grado de flexibilidad los cuales son de importancia taxondémica y
antigénica (Figura 1)%6: 224,
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Figura 1. Anatomia celular de lalevadura. Célula en anafase del proceso de gemacion asexual (mitosis).

Tomada y modificada de http://www.taylorcustom.com/?19,

La membrana celular esta constituida por una bicapa lipidica que alberga proteinas
gue sirven como anclajes citoesqueléticos y enzimas para la sintesis de la pared celular,
la transduccion de sefales y el transporte; ademas, contiene gran cantidad de esteroles,

en especial ergosterol, sustancia diana para algunos antifingicos (polienos y azoles). La
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pared y membrana celular presentan cambios estructurales y funcionales de acuerdo con
las condiciones de crecimiento a las que la levadura sea expuesta (Figura 1)°6,

La forma de las células es variable: eliptica, globosa, cilindrica y ovoide; su tamafio
varia dependiendo de la especie, oscilade 2 a 7 x 3 a 8 um, ademas tienen la capacidad
de formar pseudohifas (con excepcién de C. glabrata). La pseudohifa se forma a partir de
los blastoconidios que permanecen unidos a la célula madre, se alargan y se separan
entre ellos por constricciones en la unién de los septos hasta dar origen a cadenas

ramificadas similar a la hifa (Figura 2)22 28208,

Figura 2. Pseudohifas. Blastoconidios alargados, unidos a la célula madre y separados por constricciones,

formando una cadena parcialmente ramificada.

Las levaduras del género Candida se pueden reproducir mediante dos fases, la fase
asexual también llamada anamoérfica, la cual es mediante blastoconidios o gemacion
holoblastica y la fase sexual también conocida como teleomérfica. Existen levaduras que
tiene solamente la reproduccién anamorfica y otras que tienen la capacidad de

reproducirse por las dos fases? 8.



1.2 Candidosis

La candidosis es una micosis oportunista de origen enddégeno y raramente exdgeno,
de evolucion aguda, subaguda o crénica causada por levaduras del género Candida. Las
manifestaciones clinicas son variables, afecta principalmente a mucosas (boca, vagina,
etc.), piel, ufias y de manera excepcional otros 6rganos como pulmones, corazon, rifiones

e incluso puede causar fungemias?.

1.2.1 Antecedentes historicos

La candidosis fue descrita desde la antigua Grecia; Hipocrates, en su obra Epidemics
alrededor del afio 400 a.C., describio la presencia de placas blanquecinas en nifios recién
nacidos y en pacientes debilitados, a lo que le llamé “estomatitis aftosa™: 22.

Mucho tiempo después, en 1837 Parrot y Trousseau, reconocieron la candidosis de
localizacion bucal como consecuencia de enfermedades o factores locales preexistentes;
lo cual, establecio a la micosis como una infeccién oportunista debido a que requeria la
presencia de diversos factores de riesgo'?? 220,

Mas tarde, en 1839, Langenbeck realiz6 el descubrimiento del organismo causal de
la candidosis bucal, comunmente denominada como muguet, al aislar un hongo en la
boca de un paciente con aftas, y posteriormente Berg en 1846 establece la relacion
causa-efecto entre el hongo y las lesiones bucales'?? 220,

Alo largo de los afios, la clasificacién de este microorganismo ha pasado por diversos
géneros y especies, en 1847, el microorganismo fue clasificado por Gruby como
Sporotrichum y ubicado por Robin en el género Oidium (O. albicans), quien ademas
describio la candidosis sistémica. Mas tarde se confunde con Monilia candida, aislada de
vegetales en descomposicion. En 1923, la botanica Christine Marie Berkhout en su tesis
doctoral en la Universidad de Utrech en Paises Bajos, describi6 por primera vez al género
Candida y finalmente en 1932 con los trabajos de Langeron y Talice, el microorganismo

quedo clasificado en el género Candida?? 229,

1.2.2 Agentes etioldgicos
El género Candida incluye aproximadamente 150 especies heterogéneas; sin

embargo, aproximadamente el 65% de las especies de Candida no poseen la capacidad



de crecer a 37 °C, lo cual impide que sean patdgenas exitosas o0 comensales de
humanos, por lo que solo una minoria han sido clasificadas con la capacidad de generar
alguna forma de candidosis?®. En el Cuadro 1 se presenta la clasificacion de las 18

especies mas frecuentes causantes de infeccion.

Cuadro 1. Especies del género Candida de importancia médica. Tomado de Calderone, 201228,

Frecuencia Especie
C. albicans
C. glabrata
Comun

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. krusei

C. dubliniensis

C. guilliermondii

Infrecuente C. lusitanie

C. rugosa

C. orthopsilosis

C. metapsilosis

C. famata

C. incospicua

C. kefyr

Rara C. lipolytica

C. norvegensis

C. zake

C. zeylanoides

Las especies de mayor frecuencia son Candida albicans entre el 40 al 85 %, seguida
por C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis sensu estricto, C. orhtopsilosis, C.
metapsilosis, C. krusei, C. lusitanie, C. rugosa y C. guilliermondii?® 27,

Para los fines del presente trabajo se ampliard la informacion de la especie C.

guilliermondii, debido a que es el objeto del presente estudio.



[.2.2.1 Candida guilliermondii (Castellani) Langeron & Guerra 1938

Candida guilliermondii (Pichia guillermondii hasta 2010, actualmente Meyerozyma
guilliermondii, fase teleomérfica por Kurtzman y Suzukil®?) es un ascomiceto, del orden
de los Saccharomycetales. Esta fue descrita por primera vez por Castellani a principio del
siglo XX como Endomyces guilliermondii; aislada en Sri Lanka de pacientes con micosis
pu|m0nar36, 125, 151.

La clasificacion taxon6mica de C. guilliermondii de acuerdo con la publicacion de

Merz & Hay'?® es la siguiente:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Hemiascomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Endomycetaceae
Género: Candida
Especie: C. guilliermondii

Candida guilliermondii presenta células ovoides de 3 a 5 um; son mesdbfilas, es decir,
crecen desde los 25 °C hasta los 45°C. Ademads, tiene la capacidad de formar
pseudohifas?®: 104170,

Candida guilliermondii es un complejo heterogéneo que comprende varias especies,
de las cuales tres han sido reportadas como patégenas para el humano (C. guilliermondii
sensu stricto [Meyerozyma guilliermondii, fase teleomorfica], C. fermentati [M. caribbica,
fase teleomorfica] y C. carpophila)*?°.

Un complejo de especies es un grupo de especies taxonémicamente relacionadas
gque son muy similares en apariencia, indistinguibles por métodos fenotipicos
tradicionales y han sido asignadas como una sola especie. Sin embargo, son especies
distintas y se distinguen cominmente por técnicas de biologia molecular?® 214,

En la figura 3 se muestra el arbol filogenético del complejo de C. guilliermondii basado

en el andlisis de maxima parsimonia de las secuencias del gen de ARNr D1 / D2 LSU1%?,



871! Candida carpophilaY-17905" | U45707
Meyerozyma caribbicaY-27274" | AY187283

= Candida smithsoniiY-27642" | AY518525

= Candida athensensisY-27644" | AY518528
Candida elateridarumY-27647" | AY518530

Debaryomyces hanseniiY-74267 | U45808

Priceomyces haplophilus Y-7860" / U45770

Scheffersomyces stipitis Y-7124" | U45741

jﬂ- Meyerozyma guilliermondiiY-2075" / U45709
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el analisis de maxima parsimonia de las secuencias del gen
de ARNr D1 / D2 LSU que representa la similitud de las especies que conforman al complejo de

especies de C. guilliermondii. Tomado de Kutzman, 201112,

l. 2.2.1.1 Habitat y fuente de infeccion

Candida guilliermondii es una levadura ampliamente distribuida en la naturaleza, es
aislada frecuentemente del suelo, plantas, arboles, insectos, agua de mar, la atmosfera
y de alimentos procesados; ademas forma parte de la microbiota del ser humano, se aisla
con frecuencia de la piel y de diversas mucosas de individuos sanos3® 154, 171,

La fuente de infeccion de la candidosis, en la gran mayoria de los casos tiene un
origen enddgeno, casi siempre atribuible a dos procesos: el desequilibrio de la microbiota,
qgue favorece la colonizacion por levaduras del género Candida, lo cual puede ser
secundario a los cambios en el pH, acumulacién de nutrientes como el glucégeno, o la
disminucién de la biota bacteriana por la administracion de antibiéticos de amplio
espectro; o bien debido a enfermedades o procesos que influyan en la respuesta inmune,
sobre todo a nivel celular, por ejemplo defectos en el nimero o funcién de leucocitos
polimorfonucleares y linfocitos Ty B22 72 157,

En otras ocasiones la fuente de infeccion puede ser exogena, las levaduras pueden
ingresar al torrente sanguineo por penetracion directa a los tejidos epiteliales, debido al
dafio de las barreras en el cuerpo causadas por cirugia, politraumatismos, tratamiento
farmacoldgico administrado a través de catéteres o pueden propagarse a partir de la

formacién de biopeliculas en las superficies de los dispositivos médicos!®®,



l. 2.2.1.2 Distribucion geografica.

Debido a que Candida guilliermondii es una levadura que forma parte de la microbiota
del ser humano, la distribucion geografica de este microorganismo es mundial, por lo que
esta patologia se le considera una micosis cosmopolita con diferencia en la frecuencia

dependiendo del pais y de la forma clinical®.

l.2.2.1.3 Edad y género

En general, la candidosis afecta por igual al hombre y a la mujer; sin embargo,
cuando la topografia clinica se localiza en el sistema urogenital es mas frecuente en la
mujer debido a la afectaciéon de la mucosa vaginalt8% 204,

La candidosis se presenta a cualquier edad, pero en los extremos de la vida es mas
comun. En los neonatos al exponerse durante su paso por el canal de parto y en la vejez

debido a las enfermedades concomitantes®’: 217,

|.2.3 Factores de virulencia

Las levaduras del género Candida poseen distintas estrategias que le permiten
adquirir la caracteristica de microorganismo patégeno y causar infeccion, las cuales son
conocidas como factores de virulencia, éstos actlan de manera coordinada para
otorgarle al microorganismo la posibilidad de sobrevivir en tejidos donde cominmente no
es comensal y evadir la respuesta inmune del hospedero® 225, En C. guilliermondii son
pocos los estudios sobre factores de virulencia.

Entre los factores de virulencia de mayor relevancia en Candida spp. son los
siguientes:

1. Adaptacion al pH. Las diferentes especies del género Candida tienen la capacidad
de soportar los cambios de pH en el medio, esta caracteristica esta regulada por dos
genes, PHR1 y PHR2. El primero se activa en pH neutro o ligeramente basico (cuando
este microorganismo estd en sangre o piel alcalinizada) y se inactiva en pH &cido,
activandose entonces PHR2 (por ejemplo, en vagina)®® 27,

2. Adhesinas. Las adhesinas son una serie de proteinas que le permiten a las
levaduras del género Candida adherirse o anclarse a los distintos tejidos del hospedero,

lo cual resulta esencial para el establecimiento de la infecciéon??®. Entre las adhesinas de



mayor importancia encontramos a las proteinas de secuencia tipo aglutinina (ALS) que
son proteinas glicosiladas??, entre las que destacan Alslp y Als5p que tienen la funcién
de adherencia a las células epiteliales bucales y a la fibronectina, respectivamente®. Otra
proteina de relevancia es Hpw1 la cual funciona como adhesina del tubo germinativo al
tejido epitelial®’.

Otro factor de importancia relacionado con la adhesion de las levaduras a las distintas
superficies es la hidrofobicidad relativa de la superficie celular (CSH), que es una
propiedad de la pared celular. Candida guilliermondii es una de las especies con menor
CSH>°,

3. Secrecion de proteinasas. Las proteinasas son enzimas cuya funcién es la
degradacion de distintos sustratos; en las especies de Candida se han descrito diferentes
tipos de estas enzimas, entre las que destacan las aspartil proteinasas secretadas (SAPS)
las cuales degradan varias proteinas humanas en los sitios de lesion, tales como la
albumina, la hemoglobina, la queratina y la inmunoglobulina A%, a la fecha se han
descrito 9 tipos de aspartil proteinasas secretadas (SAP 1-9) las cuales se ha
puntualizado que ademas de la funcién degradativa, también favorecen la adhesion de
las levaduras a los distintos tejidos del hospedero y por tanto la diseminacion de la
infeccion®>. En C. guilliermondii se detect6 la expresion de SAPs en un aislado obtenido
de un paciente VIH con candidosis. Los autores demostraron la capacidad de la enzima
para hidrolizar algunos componentes de la matriz extracelular (fibronectina, laminina).
Esta aspartil proteinasa exocelular es fundamental para facilitar la diseminacién de la
levadura a diferentes 6rganos®®.

Las fosfolipasas son otro grupo de proteinasas de importancia, las cuales se han
clasificado de acuerdo con el tipo de enlace éster que tienen la capacidad de escindir;
fosfolipasas A, B, C o D, siendo la fosfolipasa B la que tiene mayor actividad
enzimatica'®*. Diversos autores han descrito la produccién de fosfolipasas en algunos
aislados de C. guilliermondii'®°; sin embargo, la gran mayoria de estudios coinciden en
que dicha habilidad no es propia de esta especie®® 175,

4. Transicion morfologica. La habilidad de cambiar entre la forma levaduriforme y la
formacion de pseudohifas, es uno de los factores de virulencia de mayor relevancia para

el género Candida. Esta transformacion, de acuerdo con diversos autores, es lo que



marca la transformacién de este microorganismo en patdégeno??. Ademas, la formacién
de pseudohifas por C. guilliermondii esta relacionada con el incremento en la resistencia
a antifingicos'%4,

5. Switching fenotipico. Es la habilidad que poseen las distintas especies del género
Candida para cambiar su expresion fenotipica; por ejemplo, en la morfologia colonial que
presenta, la cual se puede observar como lisa, rugosa, estrellada o punteada, al igual que
en la coloracion de esta que puede ser blanca u opaca. Asimismo, también tienen la
capacidad para realizar cambios en la antigenicidad, como aumento o disminucién en la
produccion de enzimas y toxinas?? 293, Aislados de C. guilliermondii crecidos en agar con
sulfato de cobre (CuSO4) poseen la capacidad de cambiar de manera espontanea y
reversible entre dos fenotipos distinguibles: colonias blancas y marrén. Esta habilidad
esta intimamente relacionada con el desarrollo de pseudohifas y por tanto con resistencia
antifungical®4,

6. Formacion de biopeliculas. Una biopelicula es una comunidad de microorganismos
adheridos a una superficie bidtica o abiética que permanecen unidos con fuerza por una
matriz extracelular de naturaleza polimérica excretadas por ellos mismo*® 4%, Se ha
descrito que distintas especies de Candida, especialmente C. albicans y C. parapsilosis,
tienen la habilidad de formar estas estructuras; las biopeliculas les confiere alta
capacidad defensiva, persistencia y mayor resistencia a los antifingicos®® 1°1. Algunos
autores han demostrado que la formacion de biopeliculas por C. guilliermondii son de

baja actividad metabdlica y moderada formacién de biomasa!®.

|.2.4 Factores de riesgo

La candidosis se clasifica como una micosis oportunista, es decir, para que las
diferentes especies de Candida puedan cambiar su naturaleza comensal a patdgena, es
fundamental que el hospedero presente uno o mas factores predisponentes o de riesgo
gue ocasione un estado de inmunosupresién y cambios en el microambiente, lo cual lleva

un aumento en el nimero de levaduras y la invasion a los tejidos (Cuadro 2)38 114,



Cuadro 2. Principales factores de riesgo y el posible efecto que contribuye al desarrollo de las

distintas formas clinicas de la candidosis?® 2% 22, 38, 61,107, 156, 213, 217, 227

Origen Factor de riesgo Efecto
Diabetes mellitus
o Inmunosupresion
debilitantes Absceso hepatico amebiano
Hepatitis
Prematurez
Embarazo
Procesos debilitantes Inmunosupresion
Senectud

Desnutriciéon

Trasplantes @

Renal

Hepatico

Corazoén

Médula 6sea

Inmunosupresién

Acceso directo vascular

Inmunodeficiencias

primarias o adquiridas ®

Leucemia aguda o crénica

Neutropenia (polimorfonucleares <500 mmg2)

Leucemia linfoblastica o mieloblastica

Linfomas

Enfermedad de Hodgkin

Sarcomas

Agammaglobulinemias

Sindrome de Di George

Sindrome de Cushing

VIH — SIDA

Inmunosupresién
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Origen Factor de riesgo Efecto

Quimioterapia

Inmunosupresion
Corticoterapia

Tratamientos prolongados con antibiéticos
Factores iatrogénicos Colonizacion fangica
Tratamiento con farmacos antiulcerosos

Cateterismo Acceso directo vascular

Drogadiccion
Inmunosupresién

Quemaduras

Traumatismos
Via de inoculacion

Cirugias
Miscelaneo

Cambios de pH

Dermatosis previas
Colonizacion fangica

Protesis dentarias

Factores ocupacionales

a Sobresalen aquellos con gran manipulacion quirargica, ademas del empleo de potentes
inmunosupresores para evitar el rechazo del érgano trasplantado. ® Son de relevancia aquellas que

comprometen o debilitan la inmunidad celular.

1.2.5. Formas clinicas

La candidosis es una de las micosis mas frecuente y polimérfica que afecta al ser
humano, el nivel de profundidad o severidad va a depender del factor predisponente con
el que se asocie??; cada una de las formas clinicas de las candidosis tienen factores de
riesgo relacionados; por ejemplo, en las candidemias tres son los factores de mayor
relevancia: 1) la aplicacion de catéteres; 2) el uso de alimentacién parenteral y 3) el
tratamiento con antibiéticos de amplio espectro3 212221 en el Cuadro 3 se muestran las
formas clinicas de la candidosis y sus principales factores de riesgo o predisposicion.

Candida guilliermondii es considerada como especie emergente, debido a que en los

ultimos afios ha representado un aumento significativo en la frecuencia como agente
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etiologico de fungemia, osteomielitis, peritonitis, artritis séptica, candiduria, endocarditis,

onicomicosis y candidosis cutanea3® 164170,

Cuadro 3. Formas clinicas de la candidosis y principales factores de riesgo asociados. Tomada de
Anaissie, 2009°.

Forma clinica Factores de riesgo

Colonizacion: uso perenne de antibiéticos de amplio espectro y estancia hospitalaria
prolongada.

Interrupcion de la integridad intestinal: cirugia abdominal, nutricién parenteral.
Hematdgena

Inmunosupresion  sistémica: extremos de la vida, desnutricién, terapia

inmunosupresora, neutropenia, trasplante de células madre y 6rganos, VIH — SIDA

con bajo recuento de células CD4, falla renal/hemodialisis, diabetes mellitus,

gquemaduras de tercer grado.

Inmunosupresion sistémica: diabetes mellitus

Tracto urinario i o L o
Factores locales: catéter urinario permanente, obstruccion urinaria, procedimientos en

el tracto urinario

Inmunosupresion sistémica: (las mismas que candidosis hematdgena)

Inmunosupresion local: radioterapia para el cancer de cabeza y cuello, uso de

Orofaringea ) ) )
corticoesteroides inhalados.
Factores locales: dentaduras postizas (mal ajustadas o en mal estado).
Esofagica Inmunosupresion sistémica: (las mismas que candidosis hematdgena)
Neumonia Aspiracion
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Forma clinica

Factores de riesgo

Vulvovaginal

Colonizacion: uso de antibiéticos de amplio espectro

Inmunosupresion sistémica: VIH — SIDA, diabetes mellitus, uso de corticoesteroides

sistémicos.

Otros: anticonceptivos orales, embarazo

Factores locales: humedad y oclusion, inmersion de las manos en agua, enfermedad

Unias y piel o
vascular periférica
i Inmunosupresion: prematurez
Cutanea
congeénita . )
Factores locales: madre con cuerpo extrafio intrauterino
Mucocuténea y ] ]
. Inmunosupresion: defectos en los linfocitos T
crénica
Inmunosupresion sistémica: (las mismas que candidosis hematdgena).
Pericarditis

Cirugia toracica

Endocarditis

Factores locales: cirugia mayor, antecedentes de endocarditis bacteriana o
enfermedad vascular, presencia de valvula prostética o catéter venoso central a largo

plazo.

Otro: abuso de drogas intravenosas.

Sistema
nervioso

central

Inoculacién directa: cirugia en el sistema nervioso central, derivaciéon ventriculo

peritoneal.
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Forma clinica Factores de riesgo

Ocular Inoculacién directa: cirugia ocular o trauma
Huesoy o o . . . .
i y Inoculacién directa: cirugia, trauma o inyecciones intraarticulares.
articulacioén
Factores locales: trasplante de o6rgano sélido, perforacidon recurrente, cirugia
abdominal repetida, fugas anastométicas, pancreatitis, didlisis peritoneal ambulatoria
Abdominal continua.

Inmunosupresion sistémica: trasplante de érganos sélidos.

Para los fines del presente trabajo, se describira ampliamente la forma hematdgena

también conocida como candidemia, debido a que es el objeto del estudio.

1.2.5.1 Candidosis hematdgena

La candidosis hematégena o candidemia, es el resultado de la presencia y
colonizacion de levaduras en el torrente sanguineo. En esta forma clinica la levadura
podria extenderse y dar como resultado una candidosis diseminada aguda, candidosis
diseminada crénica o candidosis profunda o sistémica (diseminada a otros érganos y/o
sistemas) dependiendo de las condiciones del paciente y la rapidez del diagnéstico® & 52,

En general se presenta en pacientes con multiples factores de inmunosupresion
(Cuadro 3), hospitalizados en unidades de cuidados intensivos (UCI) y principalmente en

prematuros con catéter venoso central (CVC)19% 21 113,

1.2.5.1.1 Sintomatologia

La sintomatologia que presentan los pacientes con candidosis hematdgena es
inespecifica y se llega a confundir con septicemias bacterianas. Los pacientes cursan con
fiebre y escalofrios, en ocasiones se asocia con una erupcidon maculopapular con

tendencia hemorragica, o bien erupcién papular perifolicular?? 154202,
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La sintomatologia también se ha relacionado con la especie de Candida causante de
la infeccidn, en el Cuadro 4 se muestran algunos casos clinicos publicados por diversos
autores. De los 15 casos descritos mas de la mitad de los pacientes presentaron una
buena respuesta al tratamiento. Los cinco pacientes con candidemia por C. guilliermondii

presentaron buena evolucion clinica.
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Cuadro 4. Casos clinicos de candidemia causados por Candida spp., descritos en diversos paises.

. No. de Factores Otras . .
Pais . . . . Evolucién Especie Autor
pacientes predisponentes manifestaciones
18 Leucemia y quimioterapia Erupciones Fallecimiento
; : maculopapulares I .
Inglaterra 3 20 Anemia y leucemia. cuiopap Fallecimiento C. albicans Slater, 1982
ligeramente
60 Linfoma hemorragicas Fallecimiento
. . . e C. auris
Malasia 1 63 Neutropenia Fiebre Fallecimiento o Mohd Tap, 2018
C. tropicalis
) Nutricion parenteral y o _
China 1 82 ., - Fallecimiento C. parapsilosis Zhang, 2015
colocacion de CVC. parap g
RN 2 Nutricion parenteral Curacion
45 Catéter Curacién
Brasil 5 6 Leucemia y quimioterapia Fiebre Curacion C. guilliermondii Pasqualotto, 2006
73 - Curacién
45 Catéter Curacion
Nutricion parenteral,
RN @ antibioticoterapia, Curacion
prematurez y catéter.
Brasil 3 Antibioticoterapia, catéter, - L C. krusei Amaral, 2012
RN @ L Curacion
prematurez y cirugia.
Antibioticoterapia, catéter, .
RN @ P L Curacion
prematurez y cirugia.
5 Antibioticoterapia, catéter, . .
Espafia 1 40 ., P Fiebre Curacion C. glabrata Angel, 2005
y nutricion parenteral.
Malignidad, catéter,
EUA 1 82 cirugia y nutricion - Fallecimiento ° C. lusitaniae Mishra, 2017

parenteral.

2 Recién nacido, ? La muerte no fue atribuida a la candidosis hematégena por C. lusitaniae.
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1.2.5.1.2 Diagndstico

El diagnéstico de la candidosis hematdgena con frecuencia se basa en una
correlacion de hallazgos clinicos y de laboratorio. Las caracteristicas clinicas utiles
en un paciente con sospecha de candidemia incluyen: fiebre sin evidencia de un
foco infeccioso, astenia y lesiones cutaneas metastasicas (generalmente en
hospederos neutropénicos). La exploracion fisica completa del paciente es
fundamental para la busqueda de un origen de las lesiones cutaneas, lo cual
ayudara a establecer los diagnésticos diferenciales atribuibles®.

El diagndstico de laboratorio dependera de dos enfoques: el inmunologico y el
microbiolégico. El enfoque inmunolégico consiste en la realizaciéon de diversas
técnicas para determinar la presencia del microorganismo o cuantificar la respuesta
del hospedero al microorganismo®.

1. Intradermorreaccion. Esta prueba se realiza a través de la aplicacion
intradérmica de candidina, la cual puede ser monovalente, Gnicamente antigeno de
C. albicans, o polivalente, de diversas especies de Candida. Se aplica una décima
del antigeno, a las 48 horas se realiza la lectura; si el eritema y la induracion es
mayor a 5 mm se considera positiva. Generalmente esta prueba se utiliza como
parametro para valorar el estado inmunoldgico del paciente!!?.

2. Serologia. Las técnicas mas utilizadas son precipitacion, fijacion de
complemento e inmunofluorescencia directa o indirecta. La utilidad es limitada por
los cruces inmunolégicos?2.

3. Deteccion de mananos. Se realiza en suero y otros fluidos utilizando el
método de Enzyme linked inmmunosorbent assay (ELISA) mediante el método
comercial Platelia-Candida Ag® (BioRad), el cual tiene la capacidad de detectar
mananos circulantes en sangre; sin embargo, esta prueba se considera de baja
sensibilidad. La variante Platelia-Candida Ab® (BioRad) detecta anticuerpos
antimamanos?!% 199,

4. Determinacion de B-1,3-D-glucanos. Esta prueba detecta la presencia de [3-
1,3-D-glucanos, que es un componente de la pared celular de algunos hongos
patdgenos incluida Candida, empleando el método de ELISA mediante algin

método comercial como Fungitell® BG assay (Cape Cod Inc). Esta prueba tiene la
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capacidad de detectar y cuantificar la presencia de -1,3-D-glucanos en el torrente
sanguineo con una sensibilidad y especificidad mayor al 90 %. Sin embargo, esta
prueba puede dar resultados falsos negativos (debido a la presencia de
hiperbilirrubinemia o hipertrigliceridemia) y resultados falsos positivos, los cuales
pueden resultar del exceso de manipulacién de la muestra y la exposicion a gasas
u otros materiales que puedan contener glucanos, o0 en presencia de bacteremia
Gram positiva, hemdlisis, hemodialisis con membranas de celulosa o terapia con
inmunoglobulinas IV y albumina®”: 169

Existen otras pruebas como: 1) La deteccién de DNA de las diversas especies
de Candida mediante el uso de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, siglas
en inglés); sin embargo, su uso para diagndstico esta limitado por la falta de
estandarizaciéon de protocolos y por su validacion clinica limitada®. 2) La resonancia
magnética con el panel de T2Candida® (T2 Biosystems)'%8. Esta metodologia esta
basada en particulas recubiertas con objetivos especificos (ADN, proteinas) que,
cuando se agregan a una muestra que contiene el objetivo, se une y se agrupa en
él; los cambios inducidos en el entorno acuoso de la muestra alteran la sefial T2MR,
lo que indica la presencia del objetivo y por tanto del microorganismo*°:.

En el Cuadro 5 se describen la especificidad y sensibilidad de algunas de las

técnicas descritas anteriormente.

Cuadro 5. Métodos de diagnéstico, especificidad y sensibilidad en el diagnéstico de
candidemia. Tomado y modificado de Pfaller, 201668 169,

Método de diagndstico Especificidad Sensibilidad
Determinacién de -1,3-D-glucanos 77.2% 93.3 %
Deteccién de mananos 97 % 59 %
T2Candida® 99.4 % 91.1 %
PCR 2 70 % 59 %

a Reaccién en cadena de la polimerasa.
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Estudios preclinicos han comparado el panel de Candida T2 con un sistema
automatizado de cultivo de sangre, los cuales demostraron que el panel Candida T2
tiene la capacidad de detectar a las cinco especies principales de Candida y por
tanto redujo el tiempo necesario para obtener un resultado positivo68,

El enfoque microbiologico consiste en el aislamiento del microorganismo de
muestras sanguineas del paciente; el aislamiento de Candida de sangre requiere
de un cultivo e incubacion de un caldo primario (hemocultivo) para amplificar el bajo
namero de levaduras, después se pueden sembrar en otros medios para su
aislamiento e identificacion. El realizar un frotis y posterior tincion de Gram del
hemocultivo positivo seria de utilidad para visualizar las levaduras. Los medios de
hemocultivo bifasico y los frascos de cultivo ventilados son 6ptimos para promover
el crecimiento de estos microorganismos, asi como el pretratamiento de muestras
de sangre mediante lisis celular y centrifugacion aumenta en gran medida el
rendimiento® 4°.

Actualmente, se emplean sistemas automatizados con monitoreo continuo de
los hemocultivos, tales como el BactT/Alert (BioMerieux) y Bactec® (Becton-
Dickinson) los cuales ofrecen un tiempo promedio de deteccidn de tres a cuatro dias
para C. albicans, C. parapsilosis, y C. tropicalis, mientras que C. krusei y C. glabrata
es mas lento su crecimiento; por lo tanto, los hemocultivos obtenidos para descartar
una candidosis hematdgena deben evaluarse hasta dos semanas después de

incubacién116. 181

1.2.5.1.3 Aislamiento de Candida spp.

Candida albicans sigue siendo la especie predominante obtenida de muestras
clinicas; sin embargo, en las ultimas dos décadas se ha documentado aumento de
las infecciones causadas por otras especies que presentan mayor resistencia a los
diferentes antifingicos, lo que justifica la importancia del aislamiento e identificacion
de las diversas especies’’. Ademas, el aislamiento permitiria identificar si una
infeccion fungica es causada por dos 0 mas especies de Candida; de igual forma el
aislamiento tiene el objetivo de eliminar cualquier contaminacion bacteriana que

pudiera estar presente!s®,

19



1.2.5.1.3.1 Medios de cultivo

Las diversas especies de Candida pueden crecer en medios de cultivo
habituales, como son: agar dextrosa Sabouraud, gelosa sangre e infusién de
cerebro, corazén y extracto de levadura®. Sin embargo, estos medios de cultivo no
proporcionan un aislamiento certero, debido a que las caracteristicas de las colonias
de la mayoria de las especies de Candida son muy similares (colonias blanquecinas,
lisas (en ocasiones rugosas), hiumedas, limitadas y opacas) (Figura 4); crecen de
24 a 72 horas, a 28 °C 0 37 °C, en ocasiones se puede observar hifas y pseudohifas

dentro del agar’” 94,

Figura 4. Morfologia colonial de algunas especies de Candida en agar dextrosa Sabouraud.
(A) Candida albicans, (B) Candida tropicalis, (C) Candida krusei, (D) Candida glabrata, (E) Candida

parapsilosis y (F) Candida guilliermondii.
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Sin embargo, existen otros medios de cultivo selectivos que permiten el
aislamiento primario de Candida spp. y una identificacién presuntiva; tal es el caso
del Bismuth Glucose Glycine Yeast Agar (agar BiGGY) también conocido como agar
Nickerson. Contiene citrato de amonio y bismuto, el cual actia como un agente
inhibidor del crecimiento bacteriano, asi como sulfitos que son reducidos a sulfuros,
por accién metabdlica de las levaduras, resultando asi colonias de color marrén

claro u obscuro, lo que las hace distinguibles de otros hongos levaduriformes (Figura
5)138, 200, 226_

Figura 5. Morfologia colonial de algunas especies de Candida en agar BiGGY. (A) Candida
albicans, (B) Candida tropicalis, (C) Candida krusei, (D) Candida glabrata, (E) Candida parapsilosis
y (F) Candida guilliermondii.

Otro de los medios selectivos que permiten el aislamiento primario y la

identificacion presuntiva son los medios cromogénicos y fluorogénicos, estos
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medios ponen de manifiesto la actividad de enzimas especificas y la presencia de
distintas especies presentes en los cultivos mixtos; tales medios son: agar
molibdato?” 44, Yeast Medium Aniline Blue®*, Fluoroplate® Candida'!’ 188, MUAG,
Candichrom??? y Candiselect®®°.

Sin embargo, dos son los medios de esta naturaleza que han destacado y que
actualmente tienen un uso importante en laboratorios clinicos; uno de ellos, es el
Albicans ID2® (bioMérieux) el cual contenia un sustrato cromogénico para la enzima
hexosaminidasa ademés de cloranfenicol y gentamicina para la inhibicion
bacteriana. La hidrélisis de este sustrato, que es caracteristica de C. albicans,
produce colonias pigmentadas de color azul, mientras que las especies de Candida
no-albicans permanecen blancas3? 226, Albicans ID2® (bioMérieux) fue modificado
a Candida ID2®, este medio tiene dos sustratos cromogénicos y produce colonias
azules para C. albicans, colonias rosadas para C. tropicalis, C. lusitaniae y C. kefyr,
y blancas para el resto de las especies®? 82,

El medio cromogénico mas utilizado actualmente es el CHROMagar Candida®,
con este medio se pueden identificar a las principales especies de Candida de
interés clinico’’. De acuerdo con diversos estudios este medio resulta Gtil en la
identificacion presuntiva de cinco especies, C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis y C. glabrata (Cuadro 6)*> 6% 77.159: sin embargo, algunos autores ponen
en duda su eficacia para la identificacion de esta Ultimal46: 190,

Existen estudios que afirman que mediante el uso de CHROMagar Candida®
es posible la identificacion de mas especies del género Candida e incluso de otros
géneros de levaduras, tomando en cuenta la coloracion, morfologia y aspecto de la
colonia (Figura 6). Garcia & cols. establecieron los parametros para la identificacién
presuntiva de hasta 21 levaduras de diferentes géneros y especies’’.De acuerdo
con diferentes autores no hay una caracteristica distintiva para la identificacion de

C. guilliermondii© 170,
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Cuadro 6. Identificacion presuntiva de cinco especies de Candida en CHROMagar Candida®.
Tomado y modificado de Garcia, 1998% 7.

Especies de y o o Valor predictivo
) Coloracion Sensibilidad Especificidad o
Candida positivo
C. albicans Verde esmeralda 100 % 100 % 100 %
C. glabrata Rosa morada 97.3% 99.9 % 97.45
C. krusei Malva (apariencia seca) 92.3% 99.6 % 92.6 %
C. parapsilosis Blanca — rosa palido 90.2 % 98.3 % 91.1%
C. tropicalis Azul metalico 100 % 100 % 100 %

Figura 6. Morfologia colonial de algunas especies de Candida en CHROMagar Candida®. (A)
Candida albicans, (B) Candida tropicalis, (C) Candida krusei, (D) Candida glabrata, (E) Candida
parapsilosis y (F) Candida guilliermondii.
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1.2.5.1.4 Diferentes criterios de identificacion de Candida spp.
La identificacion de las distintas especies de Candida se puede llevar a cabo

mediante cuatro criterios: morfolégico, bioquimico, inmunolégico y genéticol®.

1.2.5.1.4.1 Identificacion por criterio morfoloégico

1.2.5.1.4.1.1 Morfologia macroscopica

Las colonias de las diversas especies de Candida en agar dextrosa Sabouraud
0 agar papa dextrosa son limitadas, planas, cremosas, opacas, lisas o rugosas, de
color blanco o blanco amarillento. En algunas especies (C. tropicalis y C. albicans)
es posible observar la formacidon de pseudohifas que se profundizan en el agar o
forman halos filamentosos. El halo filamentoso es una caracteristica morfolégica de
C. tropicalis después de las 72 horas (Figura 7). Sin embargo, este criterio resulta
poco util debido al gran parecido que pueden presentar entre si las distintas

especies??.

Figura 7. Morfologia colonia de Candida tropicalis en agar dextrosa Sabouraud. Halo

filamentoso formado posterior a las 72 horas de incubacion.

Candida guilliermondii en agar dextrosa Sabouraud presenta colonias de color

blanco o crema, son limitadas, planas, cremosas y brillantes® 22,
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1.2.5.1.4.1.2 Morfologia microscépica

1. Formacion de tubo germinativo. Esta prueba se realiza en suero humano,
sueros con glucosa, glucosamina o sales de amonio o agar Mueller Hinton; se
siembra la levadura en los diferentes medios, se incuba a 37 °C durante dos horas,
posteriormente se realiza un examen directo en el cual se observan tubos
germinativos de entre 5 — 15 um, la prueba es positiva y presuntiva para la
identificacion de C. albicans y C. dubliniensis®® 11°,

2. Produccion de pseudohifas y clamidoconidios. Esta prueba se realiza en
medios bajos en nutrientes, como agar harina de maiz, agar harina de arroz o agar
papa — zanahoria, a los que se les agrega 1 % de algun tensoactivo como el tween
80. Los aislados levaduriformes se siembran mediante la técnica de Dalmau, se
incuban a 25 °C durante 72 horas, la lectura de las placas se realiza directamente
bajo el microscopio. Todas las especies del género Candida tienen la capacidad de
producir pseudohifas con excepcion de C. glabrata; por lo que la ausencia de
pseudohifas es presuntiva de esta especie?® 123,

Las pseudohifas de C. guilliermondii se caracterizan por ser poco abundantes
y cortas, ademas pueden desarrollarse en cadenas pequefias o en racimos. Esta
especie no produce hifas!®.

Los clamidoconidios son estructuras esféricas que producen las especies C.
albicans y C. dubliniensis; en el caso especifico de la primera se observan
clamidoconidios terminales o intercalares que miden entre 6 y 12 um de didmetro,
con una membrana gruesa bien formada; mientras que C. dubliniensis forma

clamidoconidios multiples o en racimos®® 126

1.2.5.1.4.2 Identificacion por los criterios biogquimicos

La identificacion por pruebas bioquimicas se basa en el metabolismo de la
levadura, ya sea mediante la deteccién de actividad enziméatica debido a la hidrélisis
de un sustrato cromogénico (medios cromogénicos) o la fermentacion (zimogramas)

y utilizacion (auxonogramas) de distintos carbohidratos y otros sustratos®.
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1.2.5.1.4.2.1 Medios cromogénicos

Los medios cromogénicos pueden ser utilizados para la obtencion de los
aislamientos primarios o con fines de identificacién presuntiva; sin embargo, aun
son limitados, ya que solo permite la identificacion certera de algunas especies de
Candida (Cuadro 6)7".

1.2.5.1.4.2.2 Zimogramas

Los zimogramas evidencian la actividad metabdlica del microorganismo
mediante la fermentacion — degradacion anaerobia de distintos carbohidratos, esta
prueba se realiza en medios de cultivo liquidos con una proporcion de carbohidratos
que fluctia entre 1y 5 %, ademas se le agrega un indicador de pH y una campana
de fermentacion (Durham), para detectar la produccion de gas. Los medios se
inoculan con las colonias crecidas de 24 horas y se incuban a 25 °C entre 24 y 48
horas; la lectura se realiza mediante el viraje del indicador, asi como por la formacién

de gas?* 109,

[.2.5.1.4.2.3 Auxonogramas

Los auxonogramas evidencian la actividad metabdlica del microorganismo y
proporcionan un perfil bioquimico basado en la utilizacion de distintos sustratos®.

Diversos métodos comerciales de auxonogramas han sido desarrollados, los
cuales varian en tiempo de ensayo, especificidad, sensibilidad y costos:

1. APl 20 C AUX®. El sistema API 20 C AUX® (bioMérieux) se compone de 20
pozos con sustratos deshidratados que permite realizar 19 pruebas de asimilacién
de distintos carbohidratos. Las cupulas se inoculan con medio minimo previamente
inoculado con la cepa a identificar, el microorganismo se reproduce Unicamente si
tiene la capacidad de utilizar el sustrato correspondiente de cada pozo, después de
la inoculacion se incuba a 30 °C entre 48 a 72 horas, dependiendo de la velocidad
de crecimiento. La lectura de estas reacciones se hace por comparacion con un
control de crecimiento y la identificacion se obtiene, a partir de un codigo numerico,
mediante un catdlogo analitico o un programa informatico. Este sistema permite

identificar un total de 34 especies de levaduras de Candida y de otros géneros?6 178,
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2. API ID 32C®. El sistema API ID 32C® (bioMérieux) es una version ampliada
del API1 20C AUX®, éste se compone de 32 cupulas: 29 contienen distintos hidratos
de carbono deshidratados, una es control negativo, otra detecta sensibilidad a la
cicloheximida y una mas es una prueba colorimétrica para la esculina; a su vez, esta
galeria permite la identificacion de 63 especies distintas y puede ser automatizada
mediante el sistema ATB Expression® o mini API®’% 178,

3. Vitek® 2. EIl sistema Vitek® 2 (bioMérieux) es un sistema totalmente
automatico para la deteccion del metabolismo fungico que puede identificar
levaduras y organismos a fines a partir de las primeras 15 horas de incubacion,
ademas tiene la capacidad de establecer el patron de sensibilidad a distintos
antifingicos. Esta basado en tarjetas con 47 pruebas bioquimicas fluorescentes, las
cuales incluyen asimilacién de carbohidratos y acidos organicos, deteccion de
oxidasas y arilamidasas. Este sistema se compone de una consola satélite para
recabar la informacién, un médulo incubador, un nédulo principal donde se procesa
la informacién con un software de analisis y un sistema experto avanzado!® 145,

El sistema Vitek® 2 permite la identificacion de 51 especies diferentes; sin
embargo, en caso de baja discriminacién requiere de pruebas adicionales,
fundamentalmente morfolégicas®’.

4. Rapid Yeast Identification Panel MicroScan®. El Rapid Yeast Identification
Panel MicroScan® (Dade Behring) es un método automatizado para la identificacion
rapida de 40 especies de levaduras y microorganismo afines. Se basa en la
utilizacién de pruebas convencionales y cromogénicas que evallan las actividades
enzimaticas del microorganismo; se utiliza una placa de microdilucién de 96 pocillos
que utiliza 27 sustratos deshidratados, la cual se incuba durante cuatro horas; la
identificacion se basa en la generacién de perfiles numérico de acuerdo con las

reacciones bioquimicas y su comparacién con una base de datos numéricos?°®,

1.2.5.1.4.3 Identificacion por los criterios inmunolégicos
La identificacion mediante criterios inmunologicos se basa en la reaccion
antigeno anticuerpo; generalmente se adiciona un anticuerpo especifico para

alguna proteina presente en la levadura a identificar; sin embargo, se carece de
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anticuerpos y antigenos para muchos microorganismos y en algunos casos la
deteccibn no es precisa por existencia de cruces inmunolégicos con otros
microorganismos, ocasionando asi falsos positivos#’.

Algunos métodos han sido estandarizados para la identificacién especifica de
ciertas especies de Candida, como los siguientes:

1. Bichro-latex albicans®. Bichro-latex albicans® (Fumouze) es un método para
la identificacion rapida de C. albicans por aglutinacion de particulas latex utilizando
un anticuerpo monoclonal especifico de esta especie!’”.

La prueba se realiza con reactivos distintos: a) perlas de latex recubiertas con
anticuerpos monoclonales que reaccionan especificamente con el antigeno de C.
albicans localizado en su pared celular, y b) un agente disociativo que permite la
exposicion del antigeno?®.

2. Krusei-color®. Krusei-color® (Fumouze) es otro de los métodos comerciales
basados en criterios inmunoldgicos para la identificacion de C. krusei por
aglutinacion de particulas de latex, mediante el uso de un anticuerpo monoclonal
que reacciona especificamente con un antigeno localizado en la pared de este

microorganismo, dando como resultado aglutinacién de color rojo.

1.2.5.1.4.4 Identificacion por los criterios genéticos

Algunas especies de Candida son tan cercanas taxonOmicamente que los
perfiles bioquimicos y su morfologia es muy similar, por lo que su identificacion
resulta complicada y con frecuencia se confunden entre ellas; tal es el caso de las
especies C. guilliermondii y C. famata®3? 140,

Numerosos estudios han puesto en evidencia la poca utilidad de distintas
metodologias comerciales (ID32C® y Vitek® 2)°% %, para la diferencia entre C.
guilliermondii y C. famata, incluso entre C. guilliermondii y C. parapsilosis®.

Debido a lo anterior, se han desarrollado otras metodologias mas especificas
para la identificacion de levaduras del género Candida, cuya base esta
fundamentada en la variacion genética y es aplicada mediante técnicas de biologia

moleculart!:

28



1. Reaccioén en cadena de la polimerasa — Fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica. (PCR — RFLP). Esta técnica consiste en amplificar mediante PCR una
secuencia genética especifica de la levadura a identificar y posteriormente digerir
dicha secuencia de ADN amplificado con enzimas de restriccion, para determinar
diferencias entre los patrones de bandas amplificadas y/o entre los patrones de los
fragmentos resultantes de la digestion del ADN; algunas especies tienen patrones
de corte especificos con ciertas enzimas de restriccion, por lo que la identificacion
mediante esta técnica es mas especifical4® 197,

Entre los segmentos mas comunmente usados para esta técnica se encuentran
los genes ribosomales (18S), los espacios entre el conjunto de genes ribosomales
(espacios intergenéticos IGS) y los espacios intertranscripcionales (ITS) del
conjunto de genes ribosomales?16.

2. Secuenciacion. Esta técnica se basa en la determinacion del orden o
secuencia de los nucleétidos que componen un fragmento especifico de ADN a
través de métodos enzimaticos y quimicos; se ha propuesto el uso de los genes
ribosomales, asi como los ITS, para posteriormente compararlo con las secuencias
existentes en los distintos bancos de genes y asi identificar al microorganismo43.
La secuenciacion es una metodologia eficiente y altamente especifica; sin embargo,

es costosa por lo que su uso en el ambiente clinico dista de ser una realidad®.

1.2.5.1.4.5 Espectrometria de masas

En los ultimos afios se han desarrollado otras metodologias para la
identificacion de las distintas especies de Candida; tal es el caso del Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight (MALDI-TOF); esta técnica consiste en
una ionizacién suave del microorganismo que provoca la vaporizacién intacta de
moléculas termolabiles, no volatiles tales como proteinas y lipidos en un rango de
peso molecular de entre 2 a 20 kDa%6: 121,

Esta tecnologia permite la identificacion de microorganismos mediante el
analisis de proteinas, principalmente ribosomales, a partir de colonias; este analisis
conduce a la creacion de un espectro de masas que es especifico para cada

especie’; debido a lo que esta tecnologia se ha convertido en un recurso de
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referencia para la identificacibn de microorganismos en los servicios de

microbiologia clinica®?°.

1.2.5.1.5 Epidemiologia

La candidosis hematdgena o candidemia es la forma de candidosis sistémica
que se diagnostica con mayor frecuencia®?. En EUA las especies de Candida son
responsables del 8 al 10 % de las infecciones del torrente sanguineo y son el cuarto
patbgeno mas comun que afecta esta localizacién. Asimismo, en Europa, Candida
es el agente causal del 2 al 3 % de las infecciones sanguineas y es el sexto y décimo
patégeno mas frecuente!?4,

En el ambiente hospitalario, aproximadamente del 30 al 35 % de todos los
episodios de candidemia se presentan en pacientes internados en la UCI'9;
ademas esta infeccién se asocia con una tasa de mortalidad del 40 al 60 %4 42 105,
113.

En la Figura 8 se presenta las especies de Candida como agentes etiol6gicos mas
comunes de la candidemia. Las principales son: C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei'®3. Candida albicans ha sido catalogada como
la especie predominante de la candidemia (65 — 70 %); sin embargo, la
epidemiologia ha cambiado en las dos ultimas décadas, con incremento de las
especies de Candida diferentes a C. albicans como responsables de
aproximadamente la mitad de los casos en algunas regiones geograficas# %9 132,
Ejemplo de ello es C. parapsilosis que tiende a ser mas frecuente en el sur de

Europa, Australia y América Latinal# 86176,
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Figura 8. Incidencia anual de episodios de candidemia global y segun especie desde el 2000
al 2013. Tomada de Siri, 2017201,

La incidencia de infeccion sanguinea asociada a C. guilliermondii es del 1 al 4%
dependiendo de la regibn geografica, con un predominio en paises de
Latinoamérica®*. Otros autores han descrito brotes epidémicos de candidemias

atribuidos a C. guilliermondii® 221,

1.2.5.1.5.1 Epidemiologia en México

En México, al igual que en todo el mundo, la frecuencia en los casos de
candidemia han tenido un notable incremento en las Ultimas dos décadas?’.

En nuestro pais las cifras sobre la frecuencia de candidemia en pacientes de
todas las edades no son claras, debido a que la candidemia no es una enfermedad
de notificacién obligatoria. Sin embargo, diversas publicaciones han reportado
casos de candidosis invasiva, dentro de las cuales encontramos la candidemia;
ademas, en la mayoria de los casos la candidosis en otros 6rganos es causada por
la diseminacion de Candida a partir de una infeccion primaria del torrente
sanguineo® 184,

Reyes & cols. en 2017 realizaron un estudio multicéntrico sobre el estatus actual
de los agentes etioldgicos causantes de candidosis invasiva en México en el periodo

de 2005 a 2015, incluyeron los reportes de los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas,
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Coahuila, Sonora, Sinaloa, Durango, Jalisco, Michoacan, Estado de México y
Ciudad de México. En este estudio se encontré que las cuatro especies mas
comunes asociadas con la candidosis invasiva fueron: C. albicans (40.2 %),
complejo C. parapsilosis (18.66%), C. tropicalis (17.22 %) y complejo C. glabrata
(14.04%) (Figura 9)184,

0.94% 1.24%

1
14.04% “

Figura 9. Frecuencia de las especies de Candida spp. como agentes etiolégicos de la

m C. albicans
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= C. tropicalis
C. glabrata

m C. krusei

m C. guilliermondii

m Otras

candidosis invasiva en México, en el periodo de 2005 — 2015 de acuerdo con Reyes & cols.
201584,

De los estudios de candidemia en la poblacion pediatrica mexicana esta el
realizado por Santolaya & cols. en 2014, en el cual se estudiaron 302 casos de
candidemia provenientes de 23 hospitales de tercer nivel en diferentes estados de
la Republica Mexicana; este estudio demostré que las tres especies de mayor
frecuencia fueron: C. albicans (38.98 %), C. parapsilosis (27.13 %) y C. tropicalis
(14.87 %) (Figura 10)°2,
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Figura 10. Distribucién de agentes etiolégicos de candidosis hematdégena en pacientes

pediatricos en México, durante 2005 de acuerdo con Santolaya & cols. 20142,

Otros estudios han demostrado que C. guilliermondii est4d entre las seis

especies principales causantes de candidemia en pacientes pediatricos®? 219,

1.2.5.1.6 Tratamiento

Las herramientas actuales de diagndstico de laboratorio son insuficientes o
requieren un tiempo prolongado de procesamiento para corroborar un diagnéstico
clinico de infeccién sanguinea por Candida spp., ademas de que se asocia una alta
mortalidad con el retraso en el inicio del tratamiento antifangico, por lo que es comun
el inicio de terapia empirica en pacientes con candidosis hematégenal? 162,

Después de confirmar el diagnéstico de candidosis hematégena, e iniciar el
tratamiento antifungico, se deben realizar los exdmenes necesarios para la
evaluacion del paciente; ademas se recomienda la repeticion de los hemocultivos al

dia tres y cinco, o hasta que los hemocultivos no muestren crecimiento>2,
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[.2.5.1.6.1 Terapia empirica

La terapia empirica, generalmente es utilizada en pacientes de alto riesgo y en
pacientes con signos y sintomas altamente sugestivos de candidemia como fiebre
persistente a pesar de terapia antibiotica apropiada, leucocitosis e hipotension. Los
pacientes neutropénicos con sospecha de candidemia se les administra fluconazol,
a una dosis inicial de 800 mg (12 mg/kg), posteriormente 400 mg diarios (6 mg/kg);
sin embargo, si la epidemiologia local sugiere una alta probabilidad de especies
diferentes a C. albicans se prefiere el uso de voriconazol, dosis inicial de 6 mg/kg
dos veces al dia y posteriormente 3 mg/kg dos veces al dia®3 141,

El esquema alternativo incluye la administracion de equinocandinas como la
caspofungina cuya dosis de carga es de 70 mg y posteriormente 50 mg diarios, o la
micafungina con dosis diaria de 100 mg. Incluso, se recomienda anfotericina B

liposomal (3 mg/kg diarios) o anfotericina B complejo lipidico (5 mg/kg diarios)'4L.

1.2.5.1.6.2 Terapia para candidemia confirmada

Es importante considerar el estado del paciente para el inicio de tratamiento
antifangico en la candidemia confirmada; en el caso de pacientes adultos no
neutropénicos, las equinocandinas son la primera linea de eleccion, debido a la
actividad fungicida contra todas las especies de Candida*'. La administracion de
este farmaco es ideal por los cambios que se han presentado en el perfil de la
sensibilidad a los antifungicos, el incremento en la prevalencia de C. glabrata y su
resistencia a fluconazol; asimismo la progresiva disminucién de la sensibilidad de
C. krusei frente a los azoles®® 155, Ademas, en la candidemia se ha encontrado que
algunas especies de Candida tienen la capacidad de desarrollar resistencia
después de la exposicion al medicamento; entre ellas se han descrito a C. lusitaniae,
C. guilliermondii, C. rugosa y C. mutants?* 205,

En México el antifingico mas utilizado para el tratamiento primario de los
pacientes con candidemia es el fluconazol; sin embargo, en la literatura se ha
reportado el incremento de la mortalidad de los pacientes tratados con este farmaco,
por lo tanto, la administracibn de equinocandinas es considerada la primera

eleccion4l,
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Las alternativas al uso de una equinocandina en pacientes con neutropenia
incluyen la formulacién lipidica de anfotericina B, voriconazol o fluconazol*®3.

En pacientes pediatricos con o sin inmunosupresion el tratamiento de primera
eleccion es la anfotericina B (0.5 — 1 mg/kg/dia via intravenosa) con una dosis
maxima de 20 — 30 mg/kg; en el caso de alteracion renal se recomiendan las

formulas de complejos lipidicos de anfotericina B (5 mg/kg/dia)®e.

I.3 Estructura y mecanismo de accion de los antifungicos

Un antifingico es cualquier sustancia capaz de producir una alteracion en la
estructura de una célula fungica e inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o
capacidad de supervivencia. Los antifungicos se pueden clasificar de acuerdo con
Su estructura quimica en azoles, polienos, equinocandinas y pirimidinas; de igual
forma se pueden clasificar por su mecanismo de accién en: inhibidores de la sintesis
de ergosterol; desestabilizadores de la membrana fungica; inhibidores de la sintesis

de &cidos nucleicos y en inhibidores de la sintesis de pared fungica®®.
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[.3.1 Inhibidores de la sintesis de ergosterol

Dentro de este grupo de farmacos estan los imidazoles (ketoconazol) y los
triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol), los cuales poseen
heterociclos arométicos de estructura similar al 1,3-ciclopentadieno, con algunos
atomos de carbono sustituidos por &tomos de nitrégeno (Figura 11). Ambos ejercen
su efecto fungistatico mediante la inhibicién de la 14 a-desmetilasa dependiente del
citocromo P-450-oxidasa. Al alterar esta ruta metabdlica se genera un aumento de
lanosterol y disminucion de ergosterol, lo cual ocasiona la sintesis de una membrana

celular defectuosa que altera el intercambio celular (Figura 12)80. 81,191, 215

1.3.2 Desestabilizadores de membrana fangica

Los farmacos incluidos en este grupo son los derivados poliénicos, antifingicos
naturales obtenidos de distintas especies de Streptomyces. Su estructura basica es
de un macrdlido poliénico, formado por un anillo de 26-38 carbonos; puede tener
como radicales un éster o una lactona interna. Entre los mas importantes se
encuentran la anfotericina B, la nistatina y la pimaricina (Figura 11)"> 76,

Los derivados poliénicos actuan uniéndose al ergosterol de la membrana
fungica a través de puentes de hidrogeno y fuerzas de Vander Waals, lo que origina
la formacion de grandes poros y espacios en la membrana celular, resultando en la
filtracion de iones intracelulares y la entrada de iones extracelulares de las células
fungicas, lo cual conduce a la despolarizacibn de la membrana y una mayor
permeabilidad de protones y cationes monovalentes?* %1 1% También interfieren con

la funcion enzimatica oxidativa asociada a la membrana?4.
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1.3.3 Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

Dentro de los inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos encontramos a la 5-
fluorocitosina (flucitosina), que es una pirimidina fluorada de origen sintético (Figura
11); para ejercer su efecto, la flucitosina se transporta dentro de la célula fungica
mediante la enzima de transporte citosina permeasal’?, una vez dentro de la célula
fungica la flucitosina experimenta rapidamente una conversion intracelular a 5-
fluorouracilo a través de la citosina desaminasa; los hongos que carecen de esta
enzima son intrinsecamente resistentes a este farmaco?!’s.

Después de la conversion intracelular a 5-fluorouracilo, el efecto antifingico se
ejerce a través de uno de dos mecanismos independientes. El primer mecanismo
se basa en una serie de reacciones de fosforilacion, el 5-fluorouracilo se convierte
de manera seriada en 5-fluorouridina trifosfato, éste se incorpora en el ARN fangico
en lugar de acido uridilico lo cual altera la aminoacilacién del ARN de transferencia
y finalmente inhibe la sintesis de proteinas???.

El segundo mecanismo es por la inhibicibn de la sintesis de ADN, este
mecanismo secundario implica el metabolismo de 5-fluorouracilo en 5-
fluorodesixiuridina monofosfato por la monofosfato pirofosforilasa de uridina; la 5-
fluorodesixiuridina es un potente inhibidor de la timidilato sintetasa, la cual es una
enzima fundamental para la biosintesis del ADN®®,

El espectro antifungico de la flucitosina es limitado a infecciones causadas por
levaduras del género Candida y Cryptococcus neoformans!’4, El desarrollo de
resistencia a la flucitosina puede ocurrir en varios de los pasos de su mecanismo de
accion incluido el transporte a la célula y la desaminacion para la formacion del

compuesto activo'®s,

I.3.4 Inhibidores de la sintesis de pared fungica

Los inhibidores de la sintesis de pared fangica son antimicéticos de origen
natural obtenidos de diversos hongos (Glarea lozoyensis, Aspergillus nidulans,
Aspergillus rugulosus); existen dos familias con esta actividad, las equinocandinas
y las nikkomicinas, las cuales interfieren en la sintesis de glucanas y quitina

respectivamente?? 187,
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Las equinocandinas son péptidos ciclicos con una cadena lateral de acido
graso®®’, de los cuales el mas utilizado es la caspofungina (Figura 11). Este
antifingico es un derivado semisintético de pneumocandina Bo®*. El mecanismo de
accion se basa en la alteracion de la sintesis de la pared celular mediante la
inhibicion de la enzima 8 1,3-D-glucano sintetasa, lo que bloquea la sintesis de
1,3-D-glucano que es uno de los principales componentes de la pared celular de los
hongos patégenos. El resultado final es la lisis osmética de la célula fungica®.

La caspofungina posee un estrecho espectro antifungico que esta restringido a

levaduras del género Candida y a algunas especies de Aspergillus®.

|.4 Evaluacion del patrén de sensibilidad

Las pruebas de sensibilidad son fundamentales para comparar la actividad del
farmaco y detectar posible resistencia para indicar oportunamente la mejor opcion
terapéutica.

Las pruebas de sensibilidad antifingica fueron evaluadas por dos instituciones
internacionales dedicadas a la estandarizacion de estas técnicas sobre diversos
hongos (levaduriformes y filamentosos). Las instituciones son el Instituto de
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos (CLSI, por sus siglas en inglés) y el Comité
Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST, por sus siglas en

inglés)??.

1.4.1 Clasificaciéon de las pruebas de sensibilidad

En general, las pruebas pueden clasificarse en: 1) métodos cualitativos que se
restringen a evaluar Unicamente si un microorganismo es sensible o resistente
dependiendo de la técnica utilizada; 2) métodos semicuantitativos que proporcionan
valores parciales de concentracion minima inhibitoria (CMI) y 3) métodos

cuantitativos los cuales proporcionan datos numéricos de la CMI.
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1.4.1.1 Métodos cualitativos y semicuantitativos.

1.4.1.1.1 Método de difusion en disco

El método de difusién en disco esta basado en la difusidén del antifangico en un
medio de cultivo sélido. La actividad del farmaco se evidencia por la formacion de
un halo de inhibicion; sin embargo, su uso ha sido limitado por los problemas de
difusién que presentan los antifungicos en el agar y por la falta de correlacion
clinical® 4%,
Este método fue estandarizado por el CLSI, para llevarlo a cabo se deben seguir los
lineamientos descritos en el documento M44-A (Cuadro 7); sin embargo, el

documento Unicamente establece puntos de corte para fluconazol y voriconazol*?.

Cuadro 7. Caracteristicas del método de difusién en disco para levaduras descritos en el
documento M44-A por el CLSI*,

Parametros Descripcién (M44-A)
Medio de cultivo Agar Mueller Hinton + 2 % de glucosa
pH 72-74
Inéculo 1 x 108 UFC/ml - 5 x 10% UFC/ml
Temperatura de incubacion 35°C
Tiempo de incubacién 20 — 24 horas

Fluconazol: R<14 m, S-DD 15-18 mm, S =219 mm

Puntos de corte

Voriconazol: R<13m, S-DD 14 —-16 mm, S =217 mm

41



Parametros Descripcién (M44-A)

Fluconazol 25 ug

Carga del disco Voriconazol 1ug

Posaconazol 5 ug

C. parapsilosis ATCC® 22019
C. krusei ATCC® 6258
C. albicans ATCC® 90028
C. tropicalis ATCC® 750

Control de calidad

1.4.1.2 Métodos cuantitativos

1.4.1.2.1 Método de microdilucion en caldo

Este método constituye el estandar de oro para la determinacion del perfil de
sensibilidad in vitro, en levaduras y en hongos filamentosos. Los métodos de
microdilucién consisten en preparar placas de microdilucién de 96 pozos con la
distribucion de las distintas concentraciones de los antifungicos y posteriormente
son inoculadas con una concentracién especifica de microorganismos®°. En la
actualidad se dispone de dos estandares: el método de microdilucion en caldo para
levaduras; basado en el documento M27 — A3 del CLSI, y en el documento 7.1 del
EUCAST. Aungue ambos métodos son similares, presentan algunas variaciones en
la metodologia (Cuadro 8); sin embargo, han mostrado una reproducibilidad elevada

y buena correlacién intra e interlaboratorio*® 47,
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Cuadro 8. Parametros necesarios para la realizacion de las pruebas de sensibilidad en
levaduras por microdilucion en caldo, del CLSI (M27 — A3) y EUCAST (7.1)4% 5,

Parametros

Metodologia (CLSI) M27 — A3

Metodologia (EUCAST) 7.1

Medio de cultivo

RPMI 1640 + 0,2 % glucosa

RPMI 1640 + 2,0 % glucosa

Solucién

amortiguadora

Acido morfolino propano sulfénico
(MOPS) 0.165 M

Acido morfolino propano sulfénico
(MOPS) 0.165 M

pH

Concentracién del
inoculo de la

levadura problema

1 x 108 UFC/ml - 5 x 10® UFC/ml

1 x 10° UFC/ml - 5 x 10% UFC/ml

Temperatura de

) ) 35°C 35°C-37°C
incubacion
Candida spp
Equinocandinas (24 horas)
) Anfotericina B, fluconazol (24 — 48

Tiempo de

] » horas) 24 horas
incubacion

5-fluorocitosina, itraconazol,
voriconazol, ravuconazol,
posaconazol, ketoconazol (48

horas)
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Parametros Metodologia (CLSI) M27 — A3

Metodologia (EUCAST) 7.1

Fluconazol y 5-fluorocitocina: 0,06

— 64 pg/ml

Concentraciones
antifingicas Anfotericina B, itraconazol,
voriconazol, ravuconazol,
posaconazol, ketoconazol y

equinocandinas: 0.03 — 16 pg/ml

Anfotericina B: 0,03 — 16 pg/ml

Fluconazol y 5-fluorocitocina: 0,125

— 64 ug/ml

Itraconazol, ketoconazol y

voriconazol: 0,015 — 8 pg/ml

Lectura Visual

Espectrofotométrica (530 nm)

5-fluorocitosina, fluconazol,
itraconazol, voriconazol,
ravuconazol, posaconazol,
ketoconazol, equinocandinas: 50 %
de reduccién en la turbidez en
Lectura de CMI y
comparacion con el control de

crecimiento.

Anfotericina B: Ausencia de

turbidez visible

5-fluorocitosina, fluconazol,
itraconazol, voriconazol,
ravuconazol, posaconazol,
ketoconazol, equinocandinas:50 %
de reduccién en la turbidez en
comparacion con el control de

crecimiento.

Anfotericina B: < 90 % reduccion en
turbidez en comparacion con el

control de crecimiento.

C. parapsilosis ATCC® 22019
C. krusei ATCC® 6258

Control de calidad

C. parapsilosis ATCC® 22019
C. krusei ATCC® 6258

1.4.1.2.2 Métodos de macrodilucion en caldo

El método de macrodilucion fue la primera opcion descrita de métodos en caldo

por el CLSI, la diferencia radica en el empleo de tubos estériles de 11 x 70 mm; sin

44



embargo, el método de macrodilucion se utiliza poco, y es Gtil cuando no se dispone

de medios comerciales o placas de microdilucion.

1.4.1.3 Métodos comerciales

Los diferentes métodos comerciales fueron elaborados y estandarizados, utiles
y eficientes para la aplicacion en laboratorios clinicos y asi evaluar el perfil de
sensibilidad en un menor tiempo.

1. Etest® (AB BioDisk). Este sistema es un método simple que consiste en la
inoculacioén del hongo en la superficie de placas de agar RMPI 1640, seguido de la
aplicacidon de una tira plastica impregnada con un gradiente de concentracion del
antifangico, posteriormente la placa de agar se incuba a 37 °C durante 24 a 48
horas. La lectura de la CMI se realiza en el punto de interseccién del halo elipsoidal
de inhibicién con la graduacién de la tira. Este método se ha utilizado en hongos
levaduriformes como filamentosos y mide la actividad antifingica de anfotericina B,
fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina, voriconazol, @ posaconazol vy
caspofunginal?’: 228,

2. ATB Fungus 3®. El método empleado por el sistema comercial ATB Fungus
3® (bioMérieux) permite la determinacion del perfil de sensibilidad mediante la
inoculaciéon del microorganismo en un medio semisélido; la lectura se hace de
manera visual y permite clasificar los aislados como sensibles, intermedios o
resistentes por el valor de CMI, con este método se mide la actividad de 5-
fluorocitosina, anfotericina B, fluconazol, itraconazol y voriconazol?3°.

3. ASTY colorimetric panel®. El sistema ASTY colorimetric panel® tiene la
capacidad de determinar el perfil de sensibilidad mediante el uso de tiras con pozos
que contienen previamente deshidratas las concentraciones de antifungicos
(anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol) el procedimiento a seguir
es parecido al establecido por el CLSI en el documento M27-A3; sin embargo, este
sistema tiene un indicador de pH el cual vira de acuerdo al resultado obtenido, el
viraje de color azul a purpura indica inhibicion de crecimiento y el viraje a rojo cuando

hay desarrollo fungico3* 160,
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4. Fungitest®. El sistema Fungitest® (BioRad) consiste en una galeria con
p0oz0os que incorporan concentraciones discriminantes para conocer la sensibilidad
a seis antifungicos (anfotericina B, fluconazol, itraconazol, ketoconazol, 5-
fluorocitosina y miconazol); sin embargo, este sistema solamente da resultados
cualitativos, es decir, si el microorganismo es sensible, intermedio o resistente34 1.
209.

5. Sensititre YeastOne®. El sistema Sensititre YeastOne® fue disefiado por
Thermo Scientific™ en la década de los 90s, este sistema se basa en una técnica
de microdilucion en medio liquido RPMI 1640 con glucosa que contiene un indicador
oxido-reduccion (azulAlamar®), la adicion del indicador facilita la medicion de la
actividad metabdlica; el cambio de color que provoca se basa en la conversion de
resazurina (tinte azul) que es convertida por enzimas mitocondriales y algunas otras
a resorufin (rosa fluorescente)44 179,

Mediante este método se puede determinar la sensibilidad in vitro de forma
cuantitativa y por medio de un cambio colorimétrico a ocho antifungicos (anfotericina
B, fluconazol, itraconazol, ketoconazol, 5-fluorocitosina, posaconazol, voriconazol y
caspofungina); es uno de los métodos mas utilizados en laboratorios clinico por la
buena correlacion que tiene con el estandar de oro (M27 — A3)17: 34,161,

En la literatura mundial se han descrito varios estudios comparativos de la
actividad de los diversos antifungicos sobre Candida spp. con los distintos métodos.
Los valores de concordancia entre los distintos métodos y el método SENSITITRE
YeastOne® estan en el rango del 70 al 99 %, valores que ha demostrado buena

correlacion con el método de referencia (Cuadro 9) 6367, 167,
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Cuadro 9. Estudios comparativos de sensibilidad antifungica entre el método SENSITITRE

YeastOne® y otros métodos.

Antifangico Método comparativo Concordancia (%) Autor
Caspofungina 96 %
Posaconazol 96 %
Voriconazol 95 % )
M27 — A2 (CLSI) Espinel, 2004
Ravuconazol 98 %
Fluconazol 99 %
Anfotericina B 98 %
Voriconazol 955 %
Fluconazol 97.2 %
— Documento 7.1 (EUCAST) Cuenca, 2010
5 - Fluorocitosina 96 %
Anfotericina B 97.9 %
Itraconazol 95 %
Fluconazol 88 %
— ATB® FUNGUS 2 Torres, 2007
5 — Fluorocitosina 99 %
Anfotericina B 97 %
Fluconazol 78.4 %
Voriconazol Vitek® 2 84.6 % Vijgen, 2011
Anfotericina B 90.8 %
Fluconazol 87.3%
Itraconazol 79.4 %
Voriconazol 86.3 %
— M27 — A3 (CLSI) Bertout, 2010
5 - Fluorocitosina 94.1 %
Anfotericina B 72.6 %
Caspofungina 97.1%
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Il. Planteamiento del problema

La incidencia de fungemias causadas por diversas especies de Candida ha
tenido un incremento en los Ultimos afios debido al mayor nimero de pacientes que
presentan enfermedades crénicas como la diabetes mellitus, leucemias, linfoma,
VIH-SIDA o diversos tratamientos con farmacos inmunosupresores y trasplante de
organos.

Candida albicans es la especie de mayor frecuencia causante de candidemias,
en diferentes instituciones de salud conserva el primer lugar como agente etiol6gico;
sin embargo, en los ultimos afios ha disminuido su porcentaje de aislamiento y ha
sido sustituido por otras especies. La mayoria de estas especies comparten el
desarrollo de resistencia a los diferentes antifingicos, caracteristica importante que
les ha favorecido en el éxito como patdgenos en el humano. Algunas de estas
especies poseen resistencia intrinseca, como es el caso de C. krusei, pero otras
adquieren esta capacidad y por tanto representan un problema clinico de relevancia
ya que prolonga la estancia hospitalaria de los pacientes.

Los pacientes con candidosis hematdégena pueden prolongar su estancia
hospitalaria hasta los 30 dias, debido a la administracibn de tratamientos
inadecuados, hecho que podria repercutir en el aumento de los indices de
mortalidad, estancia hospitalaria prolongada del paciente y en la economia del
sistema de salud.

La identificacion de la especie causante de candidemia y el perfil de
sensibilidad, son variables que van a representar gran relevancia al momento de
instituir un tratamiento, ya que se podria detectar de manera oportuna la resistencia
a los antifungicos. La identificacion de diversas especies es complicada por los
meétodos tradicionales y comerciales, debido a las caracteristicas fenotipicas
similares e indistinguibles entre algunas especies, tal es el caso de C. guilliermondii
con C. famata, las cuales se identifican incorrectamente por metodologias
fenotipicas hasta en el 90 % de los casos; incluso, aunque menos frecuente puede

ser confundida con C. parapsilosis.
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Por otro lado, la determinacion del perfil de sensibilidad a los antifungicos sobre
los agentes causales de candidemia utilizando los métodos estandarizados suele
ser tardado y laborioso; por lo que en los ultimos afios se han desarrollado diversas
técnicas que facilitan la determinacion de dicho perfil; sin embargo, en ocasiones la
correlacion de metodologias comerciales con los estandares de oro es desconocida,
por lo que no se puede asegurar el perfil de sensibilidad antifungica de cada una de
las especies de Candida.

Diversos autores coinciden en el aumento en la frecuencia y en la pobre
respuesta observada en el tratamiento en los pacientes con candidemia causada
por C. guilliermondii, asi como la evidencia in vitro de la baja actividad de los azoles
y resistencia a caspofungina, aunque aun existe controversia de estos hallazgos
sobre esta especie. Ademas, en México no existen estudios comparativos ni
pardmetros de CMI de los antifiungicos de uso comun sobre C. guilliermondii.

Debido a lo anterior es importante llevar a cabo estudios comparativos entre los
distintos métodos de sensibilidad antifingica sobre C. guilliermondii, para asi poder
establecer datos confiables acerca del perfil de sensibilidad a los antifungicos, con
la finalidad de establecer pardmetros epidemiologicos locales de la CMI de los
distintos antifungicos sobre esta especie, los cuales seran de utilidad al instaurar el

tratamiento antifingico en el paciente.
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lll. Hipotesis

El desarrollo de resistencia a los diferentes antifUngicos es uno de los
principales factores responsables de la elevada tasa de mortalidad a causa de
candidemia.

El método de referencia para determinar el perfil de sensibilidad a antifungicos
(M27 — A3) seré intercambiable con el método comercial SENSITITRE YeastOne®.
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IV. Objetivos
IV.1 Objetivo general

Conocer el perfil de sensibilidad antifingica en aislados de Candida

guilliermondii obtenidos de cultivos de sangre de pacientes pediatricos del Instituto

Nacional de Pediatria y comparar dos métodos de microdilucion en caldo.

VI.2 Objetivos particulares

Identificar por métodos fenotipicos y moleculares los asilados de C.

guilliermondii.

Determinar el perfil de sensibilidad de los aislados de C. guilliermondii
por el método de microdilucién en caldo del Instituto de Estandarizacion
de Laboratorios Clinicos (M27 — A3).

Valorar el perfil de sensibilidad de los aislados de C. guilliermondii por el
método SENSITITRE YeastOne®.

Comparar las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas por los dos

meétodos de microdilucién en caldo para verificar su intercambiabilidad.
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V. Metodologia

V.1 Aislados

Estudio prospectivo, transversal y observacional realizado en 22 aislados
clinicos de Candida guilliermondii obtenidos de hemocultivos de 12 pacientes
pediatricos, los cuales fueron procesados en el Laboratorio de Parasitologia y
Micologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Los aislados clinicos fueron identificados por CHROMagar Candida® y por el
sistema API®/ID32 (Cuadro 10). En la Unidad de Micologia, Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Autonoma de Meéxico se realizaron pruebas fenotipicas adicionales para su
identificacion: morfologia en agar fécula de papa - zanahoria con tween 80 al 1 %,
CHROMagar Candida® y crecimiento en agar dextrosa Sabouraud con
cicloheximida y cloranfenicol (ADS-CC); asi como la identificacion por técnicas de
biologia molecular. La cepa de referencia utilizada fue ATCC® 6260 Meyerozyma

guilliermondii (Candida guilliermondii).

Cuadro 10. Identificacién de los aislados procesados en el Laboratorio de Parasitologia y

Micologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Numero Clave Servicio CHROMagar Candida® Identificacién API®/ID32
1 06183 uUcCl 2 Lila Candida guilliermondii
2 06185 uUcCl 2 Lila Candida guilliermondii
3 06205 Infectologia Lila Candida guilliermondii
4 06215 Cirugia Lila Candida guilliermondii
5 06231 uUcCl 2 Lila Candida guilliermondii
6 06234 uUcCl 2 Lila Candida guilliermondii
7 06240 Cardiologia Lila Candida guilliermondii
8 06241 Cardiologia Lila Candida guilliermondii
9 07033 Infectologia Lila Candida guilliermondii
10 08111 Cirugia Lila Candida guilliermondii
11 06 - 05 UCl @ Morado Candida guilliermondii
12 06 - 08 UCl @ Morado Candida guilliermondii
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Numero Clave Servicio CHROMagar Candida® Identificacion API®/ID32
13 06 - 07 UcCl Morado Candida guilliermondii
14 06 - 10 Cirugia Morado Candida guilliermondii
15 06-11 Cirugia Morado Candida guilliermondii
16 06 -12 UcCl Morado Candida guilliermondii
17 06 - 13 UcCl Morado Candida guilliermondii
18 07-01 ucCl a Morado Candida guilliermondii
19 07 - 06 ucCl a Blanca Candida guilliermondii
20 07 -10 Hematologia Blanca Candida guilliermondii
21 06 - 15 Gastroenterologia Morado Candida guilliermondii
22 06-14 uUcCl 2 Morado Candida guilliermondii

a Unidad de cuidados intensivos.

V.2 Identificaciéon

V.2.1 Identificacion fenotipica

V.2.1.1 Identificacion mediante los criterios bioquimicos

Todos los aislados obtenidos fueron crecidos en agar dextrosa Sabouraud

(ADS) a 30 °C durante 24 horas, e inoculados en CHROMagar Candida® por estria
de aislamiento e incubados a 37 °C durante 48 horas para obtener cultivos

monosporicos, asi como para tener una identificacion presuntiva de acuerdo con la

coloracién que las colonias de Candida spp., descritas por algunos autores (Cuadro

11). La coloracion de las colonias fue comparada con el catalogo de Pantone® para

la clasificacion del color por codigo?46: 150,

Cuadro 11. Coloracion de las diversas especies de Candida en CHROMagar Candida®® 7.

Especies de Candida Coloracién
C. albicans Verde claro
C. tropicalis Azul metalico
C. glabrata Rosa — morada
C. krusei Malva — rosa (apariencia seca)

C. parapsilosis

Blanca — rosa palido
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Especies de Candida Coloracion

C. guilliermondii Lila (colonia brillante)

C. famata Lila (colonia mate)

V.2.1.2 Crecimiento en presencia de cicloheximida
Una vez verificada la pureza de los aislados, éstos se inocularon por estria de
aislamiento en placas de ADS — CC. Todas las placas se incubaron a 28 °C durante

48 horas. Los aislados se clasificaron en sensibles o resistentes a la cicloheximida.

V.2.1.3 Formacién de pseudohifas

Todos los aislados se sembraron en una caja de Petri con agar fécula de papa
— zanahoria con tween 80 al 1.0 % empleando la técnica de Dalmaul®®, Este ensayo
se empled para evidenciar la formacion de pseudohifas.

1. Con un asa bacteriologica previamente esterilizada se tomé una pequefia
porcién del crecimiento colonial de 24 o 48 horas y se inocularon dos lineas
paralelas en un area de aproximadamente 1 cm? entre cada inoculaciéon se
esterilizé el asa bacterioldgica.

2. Nuevamente con el asa bacteriologica estéril, se recorri6 el area de
inoculacioén en sentido opuesto con el fin de disminuir la cantidad de inéculo.

3. Finalmente se colocd un cubreobjetos previamente esterilizado sobre las
lineas de inoculacion.

4. Se incubaron a 28 °C durante 72 horas; posteriormente, se observaron al

microscopio con los objetivos 10 Xy 40 X.

V.2.2 Identificacion molecular

De cada uno de los aislados de Candida guilliermondii y de Candida
parapsilosis se realiz6 una siembra masiva en ADS y se incub6 a 35 °C durante 24
horas; posteriormente, se recolectd la totalidad de la masa flngica y se inocul6 en

una segunda placa de ADS, con incubacion a 35 °C durante 24 horas.
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V.2.2.1 Extraccion de ADN

La masa fungica cosechada fue macerada con nitrégeno liquido en un mortero
de porcelana, hasta obtener un polvo fino. El ADN de cada uno de los aislados fue
obtenido con un kit comercial de extraccién de ADN GeneAll® Exgene™ Plant SV
(GeneAll Biotechnology CO, Songpa-gu, Seoul Korea) siguiendo las indicaciones
descritas por el fabricante. La calidad, integridad y pureza del ADN se verifico
mediante electroforesis en un gel de agarosa (LCT easyrose 1®, LABCITEC S.A. de
C.V., Ciudad de México, México) al 0.8 %, tefiido con SYBER® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™ Molecular Probes®, Eugene, Oregon USA). EI ADN fue cuantificado
mediante espectrofotometria (EPOCH, BioTek® Instruments, Winooski, Vermont,
USA).

V.2.2.2 Identificacion de Candida spp. por PCR (ITS1 -5.8S - ITS2)

Para la identificacion de las especies Candida guilliermondii y Candida
parapsilosis se amplificd por PCR la region ITS1 — 5.8S — ITS2 del gen del rRNA.

Para llevar a cabo la PCR se utilizé una mezcla de reaccion (Cuadro 12) con

volumen final de 50 L, las condiciones de la PCR se describen en el Cuadro 13.

Cuadro 12. Mezcla de reaccion para la amplificacion de la region ITS1 —5.85 — ITS2 por PCR

a un volumen final de 50 pL.

Reactivo Concentracion final ~ Volumen [uL]

Buffer de reaccién 1X 5
Cloruro de magnesio [MgClz] 2.0 mM 4

dATP 2 0.25 mM/uL 1.25

dCTP 2 0.25 mM/pL 1.25

dGTP 2 0.25 mM/uL 1.25

dTTP 2 0.25 mM/uL 1.25

Taq polimerasa ® 25U 0.7
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Reactivo Concentracién final  Volumen [pL]

ITS1(5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) © 1uM 5
ITS 4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') © 1uM 5
ADN 100 ng/pL 5

Agua pQ - 20.3
Volumen final 50

a |nvitrogen®, Carlsbad, California, USA P Tag DNA Polymerase, recombinant (5 U/pl) Thermo
Scientific™, Waltham Massachusetts, USA ¢ Sigma-Aldrich®, San Luis, Misuri, USA.

Cuadro 13. Condiciones de la PCR en el termociclador.

Etapa Desnaturalizacion Alineacién Elongacion Terminacion
Temperatura 96 °C 94 °C 58 °C 72 °C 72 °C
Tiempo 5 30” 30” 30” 5
Ciclos 1 40 1

La amplificacion de la regién ITS1 — 5.8S — ITS2 se verificO mediante
electroforesis de un gel de agarosa (LCT easyrose I®, LABCITEC S.A. de C.V.,
Ciudad de México, México) al 1.5 % tefiido con SYBER® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™ Molecular Probes®, Eugene, Oregon USA).

V.2.2.3 Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion

La region ITS1 — 5.8S — ITS2 amplificada en la PCR de todos los aislados fue
purificada mediante el kit comercial DNA clean & concentrator™ -5 (Zymo Research
Corp, Irvine, California, USA) el cual, posteriormente fue cuantificado mediante
espectrofotometria (EPOCH, BioTek® Instruments, Winooski, Vermont, USA); y
finalmente sometido a digestidn enzimatica con la enzima de restriccion Mspl (New
England BioLabs® inc, Ispwich, Massachusetts, USA) (Mohammadi, 2013), en una
mezcla de reaccion con volumen final de 10 pL (Cuadro 14), las condiciones de

reaccion se describen en el cuadro 15. La reaccion de digestion fue evidenciada por
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electroforesis en un gel de agarosa (LCT easyrose I®, LABCITEC S.A. de C.V.,
Ciudad de México, México) al 3 % y tefiido con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, Fremont, California, USA).

Cuadro 14. Mezcla de reaccién para la digestion enzimatica con la enzima Mspl.

Reactivo Concentracién Volumen [pL]
Buffer de digestién 10X 1
Enzima Mspl 20 000 U/ml 0.5
Producto de PCR - Equivalente a 150 ng
Agua mQ - cbp 10 pL
Volumen final 10

Cuadro 15. Condiciones de la digestion con la enzima de restriccion Mspl.

Enzima de restriccién Mspl
ADN 150 ng

Tiempo 60 min
Temperatura 37 °C

La identificacion de C. guilliermondii y C. parapsilosis se confirmé de acuerdo
con lo reportado por Mohammadi & cols. (Cuadro 16)*%°.

Cuadro 16. Patrones de corte especificos para Candida guilliermondii y para el complejo

Candida parapsilosis®.

E ) Tamafio del amplicon Tamario de los fragmentos de la
specie . - o
(ITS1-5.8S-1TS4) (pb) digestion enzimatica con Mspl (pb)

Candida guilliermondii 607 82, 155, 370

Candida parapsilosis sensu
_ 530 530
stricto
Candida metapsilosis 531 531
Candida orthopsilosis 510 510
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V.3 Prueba de sensibilidad a los antifungicos

V.3.1 Microdilucién en caldo para levaduras

La sensibilidad a antifangicos por microdilucion en caldo para levaduras
(estdndar de oro) se realiz6 siguiendo los lineamientos del documento M27 — A3
emitido por el CLSI*,

La preparacion de las placas de microdilucion se realizé a partir de una solucion
inicial la cual se fue diluyendo de manera seriada (Cuadro 17). Posteriormente, en
los pozos de las placas se distribuyeron 100 pL de solucion de antifingico colocando
la mayor concentracién en los pozos de la columna uno y la menor concentracion
en los pozos de la columna 10; los pozos 11 y 12 se llenaron con RPMI 1640, ya

que son el control de crecimiento y el control de esterilidad, respectivamente?!.

Cuadro 17. Preparacién de las diluciones paralos distintos antifiingicos solubles e insolubles

en agua.

Antifangicos solubles en agua (fluconazol y caspofungina)

y » Concentracion Concentracion
No. de Concentracién Solucién  Volumen Solvente 2

who (ug/mL) madre L) L) intermedia final 1:10
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 5120 Inicial 1.0 7.0 640 64
2 1.0 1.0 320 32
640 Tubo 1

3 1.0 3.0 160 16
4 1.0 1.0 80 8
5 160 Tubo 3 0.5 15 40 4
6 0.5 35 20 2
7 1.0 1.0 10 1
8 20 Tubo 6 0.5 1.5 5 .5
9 0.5 35 25 0.25
10 1.0 1.0 1.25 0.125
11 25 Tubo 9 0.5 1.5 0.625 0.0625
12 0.5 35 0.3125 0.03125
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Antifungicos insolubles en agua (posaconazol, anfotericina B, itraconazol y voriconazol)

y . Concentracion  Concentracion
No. de Concentracién Solucibn  Volumen Solvente 2

tbo (ug/mL) madre L) L) intermedia final 1:10
(Mg/mL) (Mg/mL)
1 1.0 - 1600 16
2 0.5 800 8.0
1600 Inicial
3 0.5 1.5 400 4.0
4 3.5 200 2.0
5 0.5 100 1.0
6 200 Tubo 4 0.5 1.5 50 0.5
7 35 25 0.25
8 0.5 12.5 0.125
9 25 Tubo 7 0.5 1.5 6.25 0.0625
10 3.5 3.13 0.0313

a Para los antifungicos solubles en agua el solvente es caldo RMPI 1640 y para los antifingicos

insolubles en agua es dimetilsulféxido (DMSO).

La inoculacién de las placas se realiz6 a partir de una suspension de la levadura
problema a una concentracion al 0.5 de McFarland en solucion salina isoténica
(SSI); posteriormente se transfirieron a razén de 1:100 en caldo RPMI 1640, el
volumen de caldo dependié del numero de placas a inocular. Las placas de
microdilucién fueron inoculadas con 100 uL de RPMI 1640 con excepcion del pozo
12, al cual se le adicion6 caldo RPMI 1640 estéril. Las placas se incubaron a 35 °C
durante 24 horas*!.

La sensibilidad por este método fue evaluada para seis antifingicos:
anfotericina B, caspofungina, fluconazol, itraconazol, posaconazol y voriconazol.

Los puntos de corte se establecieron siguiendo los lineamientos del suplemento
S4 para los siguientes antifingicos caspofungina, fluconazol y voriconazol. Los
puntos de corte para los antifingicos no descritos en el suplemento se establecieron

de acuerdo con diversos autores (Cuadro 18)62 165, 166,
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Cuadro 18. Puntos de corte establecidos por el Instituto de Estandarizacion de Laboratorios

Clinicos para diferentes antiflingicos y por diversos autores4® 62 165166,

Intervalos de las CMI (ug/ml)

Antifungico
Sensible S-DD? Intermedio Resistente

Fluconazol <8 16 - 32 - =64
Itraconazol <0,12 0,25-0,5 - 21
Voriconazol <1 2 - >4
5 - Fluorocitosina <4 - 8-16 > 32
Caspofungina <2 - 4 >8
Anfotericina B <1 - - =21
Ketoconazol <1 - - 21
Posaconazol <2 - - 22

aSensible — Dosis dependiente.

V.3.2 Microdilucién en caldo (SENSITITRE YeastOne®)

La sensibilidad a antifangicos por microdilucién en caldo mediante el método
comercial SENSITITRE YeastOne® (Thermo Scientific™, Birches Industrial Estate,
East Grinstead, UK), se realizd siguiendo los lineamientos y los puntos de corte
establecidos por el fabricante; éstos ultimos basados en lo establecido por el CLSI.

El método consiste en la preparacion de una suspension de la levadura
problema en SSI a una concentracion del 0.5 de McFarland, posteriormente se
transfirieron 20 pL en un tubo con 11 mL de caldo RPMI 1640. Todos los pozos de
las placas de microdiluciéon fueron inoculados con 100 pL de la suspension en RPMI
1640. Las placas fueron incubadas a 35 °C durante 24 horas.

La sensibilidad por este método se evalué para ocho antifungicos: anfotericina
B, caspofungina, fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, ketoconazol y 5-

fluorocitocina.

60



V.4 Andlisis estadistico

La actividad de los diversos antifungicos sobre cada uno de los aislados fue
obtenida mediante el procesamiento de los valores de CMI con el software
estadistico XLSTAT (Addinsoft, Paris, Francia), para ambos métodos de
microdilucion en caldo. Los parametros fueron media, desviacion estandar y
varianza. La comparacion entre los valores de las medias se realiz6 mediante la
pruebat de Student (p < 0.05) y el analisis de concordancia mediante la construccién
de graficos Bland-Altman, la diferencia entre los valores de CMI obtenidos por
ambos métodos se represento6 en el eje Y frente al promedio de los valores de CMI
por el método de referencia en el eje X.

Para el calculo del porcentaje de concordancia entre los métodos estudiados
se interpreto de la siguiente manera: 1) los valores de CMI estaban en concordancia
cuando los valores de CMI fueron idénticos o no estan separados mas de * 2 log,
de dilucion; 2) la discrepancia se interpreté cuando los valores de CMI estaban
separados mas de * 2 log, de dilucién.
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VI. Resultados

VI.1 Pacientes

De enero a diciembre de 2017 se obtuvieron 48 aislados clinicos de Candida
spp. provenientes de sangre de pacientes pediatricos hospitalizados. En el Cuadro
19 se muestran los datos demogréficos y los factores de riesgo asociados a los 12
pacientes del presente estudio; siete correspondieron al género femenino (58.33 %)
y cinco al género masculino (41.67 %); el rango de edad fue desde un mes hasta
ocho afos con tres meses, con un promedio de 21.6 meses.

El factor de riesgo mas frecuente fue la administracion de nutricion parenteral y
la presencia de catéter (100 %); seguido por el tratamiento con antibioticos de
amplio espectro (91.67 %), el cual estuvo asociado con infecciones bacterianas en
el 66.67 % de los casos.

Del total de los aislados, el 47.92 % correspondieron a Candida guilliermondii,
principal especie aislada; seguida de C. albicans en el 22.92 % de los casos (Figura
13).

2.08%

= C. albicans
= C.tropicalis

C. parapsilosis
47.92% C. guilliermondii

= C. glabrata

14.58%

Figura 13. Hemocultivos positivos a Candida spp. obtenidos de pacientes pediatricos en el

Laboratorio de Parasitologia y Micologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Los aislados de C. guilliermondii fueron obtenidos en un periodo de 55 dias (29
— junio — 2017 al 22 — agosto — 2017).
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Cuadro 19. Datos demograficos y factores de riesgo asociados a 12 pacientes con hemocultivos positivos a C. guilliermondii.

Edad Factores de riesgo
Paciente Clave . Género  Terapia  Infeccion oo . Nutricion
Afos Meses . Desnutricion Cirugias  Cateterismo
ATB @ bacteriana Parenteral
06183
1 06-08 0 2 F v v v v v
06-13
06185
2 — 0 1 M v v v
06-05
06205
3 ———— 0 3 F v v v v
07033
06215
4 —— 5 6 M v v v v v
08111
06231
5 07-01 0 6 F v v v v
07-06
6 06234 0 4 M v v v
06240
7 ———— 0 9 M v v v v v
06241
8 06-07 0 11 F v v v v v
06-10
9 - 3 0 M v v v v v v
06-11
06-12
10 — 1 6 F v v v v
06-14
11 07-10 8 3 F v v
12 06-15 0 4 F v v v v v

a Antibiéticos de amplio espectro.
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VI. 2 Identificacion

VI. 2.1 Identificacion fenotipica

De los 22 aislados clinicos procesados y posterior al cultivo monospdérico en
CHROMagar Candida®, se obtuvieron 24 aislados, de los cuales 20
correspondieron a colonias de color lila, lisas y brillantes, dos a colonias de color
rosa palido, lisas y mate y dos a colonias de color rosa palido, rugosas y mate
(Cuadro 20). En dos de los aislados (06231 y 07-01) se observé asociacion de
especies (Figura 14).

Figura 14. Asociacién de especies en CHROMagar Candida®. Se observan colonias rugosas de
color blanco/rosa pélido correspondientes a C. parapsilosis y colonias lisas de color lila a C.
guilliermondii.

64



Cuadro 20. Morfologia colonial e identificacién presuntiva de los 24 aislados clinicos en
CHROMagar Candida®.

Morfologia colonial

Numero  Clave Identificacion
Color Cbdigo2 Textura Superficie
1 06183 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
2 06185 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
3 06205 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
4 06215 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
5 06231 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
6 06231.1 Rosapalido 9263C Rugosa Mate Candida parapsilosis
7 06234 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
8 06240 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
9 06241 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
10 07033 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
11 08111 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
12 06 — 05 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
13 06 — 08 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
14 06 — 07 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
15 06 -10 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
16 06 -11 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
17 06 —-12 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
18 06-13 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
19 06— 15 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
20 06-14 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
21 07-01 Lila 7652 UP Lisa Brillante Candida guilliermondii
22 07-01.1 Rosapdlido 9263C Rugosa Mate Candida parapsilosis
23 07-06 Rosapdélido 9263C Lisa Mate Candida parapsilosis
24 07-10 Rosapdlido 9263C Lisa Mate Candida parapsilosis

aE| cédigo de color utilizado corresponde al codigo Pantone®.
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De los 24 aislados obtenidos en CHROMagar Candida®, el 83.33 % crecio en
presencia de cicloheximida; asimismo todos presentaron formacién de pseudohifas

en agar fécula de papa — zanahoria con tween 80 al 1.0 % (Cuadro 21).

Cuadro 21. Identificacién fenotipica de los 24 aislados en ADS — CC en agar fécula de papa —

zanahoria con tween al 1 %.

Formaciéon de

NUumero Clave Crecimiento en presencia cicloheximida
pseudohifas
1 06183 Positivo Positivo
2 06185 Positivo Positivo
3 06205 Positivo Positivo
4 06215 Positivo Positivo
5 06231 Positivo Positivo
6 06231.1 Negativo Positivo
7 06234 Positivo Positivo
8 06240 Positivo Positivo
9 06241 Positivo Positivo
10 07033 Positivo Positivo
11 08111 Positivo Positivo
12 06 — 05 Positivo Positivo
13 06 — 08 Positivo Positivo
14 06 — 07 Positivo Positivo
15 06 — 10 Positivo Positivo
16 06 -11 Positivo Positivo
17 06 — 12 Positivo Positivo
18 06 — 13 Positivo Positivo
19 06 — 15 Positivo Positivo
20 06-14 Positivo Positivo
21 07-01 Positivo Positivo
22 07-01.1 Negativo Positivo
23 07 — 06 Negativo Positivo
24 07 -10 Negativo Positivo
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Las caracteristicas macro y microscopicas de Candida guilliermondii se
muestran en la Figura 15; en la Figura 16 y 17 se presenta las caracteristicas

morfoldgicas de las dos variedades de Candida parapsilosis.

Figura 15. Candida guilliermondii (08111). (A) CHROMagar Candida®, colonias lilas de superficie

lisa y brillantes. (B) Agar dextrosa Sabouraud, colonias cremosas de color blanco, de superficie lisa

y brillante. (C) Pseudohifas alargadas y ramificadas después de 24 horas de incubacion.
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Figura 16. Candida parapsilosis (07 — 01.1) (A) CHROMagar Candida®, colonias de color rosa
palido de superficie rugosa y mate. (B) Agar dextrosa Sabouraud, colonias cremosas de color blanco
de superficie rugosa y mate. (C) Pseudohifas alargadas y ramificadas, después de 72 horas de

incubacion.

68



Figura 17. Candida parapsilosis. (A) CHROMagar Candida®, colonias de color rosa palido de

superficie lisa y mate. (B) Agar dextrosa Sabouraud, colonias cremosas de color blanco de superficie
lisa y mate. (C) Pseudohifas alargadas y ramificadas a partir de un cimulo central en crecimiento

aracniforme. (D) Pseudohifas alargadas y ramificadas en crecimiento arboriforme.

Después del andlisis de las pruebas fenotipicas y bioquimicas, 20 de los
aislados fueron identificados como Candida guilliermondii y cuatro como Candida

parapsilosis.
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VI. 2.1 Identificaciéon molecular
A todos los aislados se les realiz6 identificacion molecular mediante el empleo

de PCR y digestion enzimatica con la enzima de restriccion Mspl (Cuadro 23). En la

Figura 18 se muestra el ADN extraido inicialmente en un gel de agarosa.

Figura 18. Gel de agarosa al 0.8 % tefiido con SYBER® DNA Gel Stain para visualizar la
integridad del ADN extraido. (M) Marcador Lamda DNA HindlIl, (1 — 11) Bandas de ADN extraido

correspondiente a once de los aislados.

En la Figura 19 se observa el gel de agarosa de la amplificacion por PCR de la
region ITS1 — 5.8S — ITS2 de nueve aislados identificados fenotipicamente como C.

guilliermondii; el fragmento correspondié aproximadamente a 600 pb.

Figura 19. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con SYBER® DNA Gel Stain que muestra el producto
amplificado (ITS1 - 5.8S — ITS2) de algunos aislados. (M) Marcador de peso molecular 100 pb,
(C -) Control negativo, (1 — 9) Bandas de aproximadamente 600 pb correspondientes al producto de

amplificacion de nueve aislados.
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La identificacion final de los 20 aislados de C. guilliermondii se realiz6 por la
presencia de tres bandas de aproximadamente 370, 155 y 82 pb posterior a la

digestion enzimatica con la enzima de restriccion Mspl (Figura 20).

Figura 20. Gel de agarosa al 3.0 % del RFLP con la enzima de restriccion Mspl tefiido con
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain para la identificacion de C. guilliermondii. (M) Marcador de
peso molecular de 100 pb, (1) Fragmento de aproximadamente 600 pb, amplicon sin digerir, (2 — 6)
Fragmentos de aproximadamente 82, 155 y 370 pb correspondientes a cinco aislados de C.
guilliermondii. (C +) Control positivo correspondiente a la cepa ATCC® 6260 Meyerozyma

guilliermondii.

La identificacion final de C. parapsilosis fue mediante la presencia de una banda
de aproximadamente 500 pb posterior a la digestion enzimatica con Mspl (Figura
21).
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—
500 pb

Figura 21. Gel de agarosa al 3.0 % del RFLP con la enzima de restriccién Mspl tefiido con

SYBER® DNA Gel Stain paralaidentificacién de C. parapsilosis (M) Marcador de peso molecular

de 100 pb, (1 — 4) Fragmentos de aproximadamente 500 pb correspondientes a cuatro aislados C.

parapsilosis.

En el Cuadro 22 se presenta la identificacion final por métodos moleculares de

los 24 aislados de Candida spp. basado en los fragmentos del amplicon

correspondientes.

Cuadro 22. Identificacion final de los 24 aislados de Candida guilliermondii/Candida

parapsilosis mediante la digestion de laregién ITS1 —-5.8S - ITS2 con la enzima Mspl.

Ndmero Clave

Digestion enzimatica (Bandas)

Identificacion

510-530pb 370pb 155pb 82 pb
1 06183 v v v Candida guilliermondii
2 06185 v v v Candida guilliermondii
3 06205 v v v Candida guilliermondii
4 06215 v v v Candida guilliermondii
5 06231 v v v Candida guilliermondii
6 06231.1 v Candida parapsilosis
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Digestion enziméatica (Bandas)

NUmero Clave Identificacion
510-530pb 370pb 155pb  82pb
7 06234 v v v Candida guilliermondii
8 06240 v v v Candida guilliermondii
9 06241 v v v Candida guilliermondii
10 07033 v v v Candida guilliermondii
11 08111 v v v Candida guilliermondii
12 06 — 05 v v v Candida guilliermondii
13 06 — 08 v v v Candida guilliermondii
14 06 — 07 v v v Candida guilliermondii
15 06 -10 v v v Candida guilliermondii
16 06-11 v v v Candida guilliermondii
17 06 -12 v v v Candida guilliermondii
18 06 — 13 v v v Candida guilliermondii
19 06 — 15 v v v Candida guilliermondii
20 06 -14 v v v Candida guilliermondii
21 07-01 v v v Candida guilliermondii
22 07-01.1 v Candida parapsilosis
23 07 -06 v Candida parapsilosis
24 07-10 v Candida parapsilosis

VI.3 Prueba de sensibilidad a los antifungicos

En todos los aislados fue evaluado el perfil de sensibilidad a antifingicos por el
método de referencia de microdilucion en caldo (M27 — A3) y SENSITITRE
YeastOne®. En el Cuadro 23 se presenta las CMI obtenidas por ambos métodos.
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Cuadro 23. Concentracion minimainhibitoria obtenida de los seis antifiingicos sobre los 24 aislados

por el método de referencia de microdilucién en caldo (M27 — A3) y por SENSITITRE YeastOne®.

M 27 — A3
pSza AMB FLZ ¢ ITZ ¢ VCZ ¢ CSPf
Numero Clave
CMI [ug/mL]

1 06183 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
2 06185 0.03 0.25 0.5 0.5 0.03 0.5
3 06205 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
4 06215 0.03 0.125 0.5 0.25 0.03 0.5
5 06231 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
6 06231.1 0.03 0.25 0.25 0.06 0.03 0.25
7 06234 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
8 06240 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
9 06241 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
10 07033 0.03 0.125 0.5 0.25 0.03 0.5
11 08111 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
12 06 — 05 0.03 0.5 0.125 0.06 0.03 0.5
13 06 — 08 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
14 06 — 07 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
15 06 — 10 0.03 0.125 0.5 0.25 0.03 0.5
16 06-11 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.5
17 06-12 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
18 06 — 13 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
19 06-14 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
20 06 — 15 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
21 07-01 0.03 0.125 0.25 0.25 0.03 0.5
22 07-01.1 0.03 0.25 0.25 0.06 0.03 0.25
23 07 — 06 0.03 0.125 0.25 0.06 0.03 0.25
24 07-10 0.03 0.25 0.25 0.06 0.03 0.25
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SENSITITRE YeastOne®

pSza AMB P FLZ ¢ ITZd VCZ ¢ CSPf
Numero Clave
CMI [pg/mL]

1 06183 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
2 06185 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
3 06205 0.06 0.12 2.0 0.12 0.06 0.25
4 06215 0.03 0.06 4.0 0.06 0.06 0.06
5 06231 0.03 0.06 4.0 0.06 0.06 0.25
6 06231.1 0.03 0.5 1.0 0.06 0.015 0.25
7 06234 0.06 0.12 2.0 0.12 0.03 0.12
8 06240 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
9 06241 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
10 07033 0.03 0.12 2.0 0.06 0.06 0.06
11 08111 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
12 06 — 05 0.03 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
13 06 — 08 0.12 0.12 2.0 0.12 0.06 0.25
14 06 — 07 0.12 0.12 4.0 0.25 0.12 0.25
15 06 - 10 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
16 06-11 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
17 06-12 0.06 0.12 2.0 0.12 0.06 0.25
18 06 —-13 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
19 06-14 0.06 0.12 4.0 0.12 0.06 0.12
20 06 — 15 0.03 0.12 2.0 0.06 0.03 0.25
21 07-01 0.12 0.12 4.0 0.12 0.06 0.25
22 07-01.1 0.06 0.5 1.0 0.06 0.015 0.5
23 07 - 06 0.03 0.25 1.0 0.06 0.015 0.5
24 07 -10 0.03 0.5 1.0 0.06 0.015 0.5

aposaconazol, ® Anfotericina B, ¢ Fluconazol, ¢ Itraconazol, ¢ Voriconazol, f Caspofungina
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Los 24 aislados fueron sensibles a todos los antifungicos por ambos métodos de
microdilucién en caldo, con excepcidn de itraconazol, en el cual el 54.17 % y el 4.17 %
presentaron valores de CMI que correspondieron a sensible dosis dependiente (S-DD)
por el método de referencia (M27-A3) y por el método SENSITITRE YeastOne®,
respectivamente.

El método SENSITITRE YeastOne®, ademas de los antifUngicos mencionados
contiene ketoconazol y 5 — fluorocitosina. Todos los aislados fueron clasificados como
sensibles para ambos antifingicos con un rango de 0.008 — 0.03 pg/mL para ketoconazol
y > 0.03 pg/mL para 5 — fluorocitosina.

Para cada especie de Candida evaluada se obtuvieron los parametros estadisticos

de media, desviacion estandar y varianza con cada antifingico evaluado (Cuadro 24).

Cuadro 24. Valores estadisticos de CMI para cada especie por ambos métodos de microdiluciéon en

caldo.
M27-A3
Especie de Candida guilliermondii Candida parapsilosis
Candida CMI 2 [ug/mL] CMI 2 [ug/mL]
Antifungicos Media Desviacion Varianza Media Desviacion Varianza
estandar estandar
Posaconazol 0.0300 0.0000 0.0000 0.0300 0.0000 0.0000
Anfotericina B 0.1500 0.0870 0.0076  0.0600 0.0000 0.0000
Fluconazol 0.2938 0.1094 0.0120 0.2500 0.0000 0.0000
Itraconazol 0.1960 0.1163 0.0135 0.0300 0.0000 0.0000
Voriconazol 0.0300 0.0000 0.0000 0.2188 0.0625 0.0039
Caspofungina 0.4375 0.1111 0.0123 0.2500 0.0000 0.0000
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SENSITITRE YeastOne®

Especie de Candida guilliermondii Candida parapsilosis
Candida CMI @ [ug/mL] CMI @ [ug/mL]
Antifungicos Media Desviacion Varianza Media Desviacion Varianza
estandar estandar
Posaconazol 0.0615 0.0283 0.0008 0.0375 0.0150 0.0002
Anfotericina B 0.1140 0.0185 0.0003 0.4375 0.1250 0.0156
Fluconazol 3.400 0.9403 0.0016  1.000 0.0000 0.0000
Itraconazol 0.1145 0.0402 0.0016  0.0600 0.0000 0.0000
Ketoconazol 0.0119 0.0055 0.0001 0.0170 0.0093 0.0001
5 — Fluorocitosina 0.0300 0.0000 0.0000 0.1375 0.0802 0.0064
Voriconazol 0.0600 0.0169 0.0003 0.015 0.0000 0.0000
Caspofungina 0.2115 0.0701 0.0049 0.4375 0.1250 0.0156

a Concentracion minima inhibitoria

El antifingico que mostro la mayor actividad frente a Candida guilliermondii fue
voriconazol con una CMI promedio de 0.03 pg/mL por el método de referencia y con una
CMI promedio de 0.06 pg/mL por el método SENSITITRE YeastOne®; seguido de
posaconazol quien mostré valores promedio de 0.03 pug/mL por el método de referencia
y 0.0615 pg/mL por SENSITITRE YeastOne®. Sin embargo, las medias de los
antifangicos fueron comparadas mediante una t de Student, los valores de p obtenidos
demostraron que no habia diferencia significativa entre las CMI de ambos antifingicos
tanto por el método de referencia (valor-p = 1.000) como por SENSITITRE YeastOne®
(valor-p = 0.771) por lo que se considera que ambos antifungicos tuvieron la mayor

actividad sobre C. guilliermondii (Figura 22).
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Figura 22. Representacion gréafica de las medias de CMI para posaconazol y voriconazol por ambos
métodos de microdilucion en caldo sobre Candida guilliermondii. Las medias de CMI entre

posaconazol y voriconazol no presentaron diferencia significativa.

Para describir el grado de concordancia entre los métodos se construy6 un diagrama
de Bland-Altman para cada antifungico evaluado.

Los limites de acuerdo esperados se calcularon como + 2 log, de dilucion a partir de
la media de los valores de CMI del método de referencia para cada antifingico. De
acuerdo con el CLSI las variaciones entre resultados de CMI de hasta + 2 log, de dilucion
no son significativas, por lo que los limites de acuerdo esperados tienes dicho margen de
error a partir de la media calculada para el método de referencia; entonces, si los limites
de acuerdo calculados y las diferencias entre valores de CMI obtenidos por SENSITITRE
YeastOne® no distan mas de + 2 log, de dilucion, dichos valores son concordantes con
el método de referencia M27 — A3 (Cuadro 25).
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Cuadro 25. Comparacion de los limites de acuerdo esperados (diferencias maximas aceptables) y

los limites de acuerdo calculados para los graficos de Bland-Altman.

Antifangico Limite de acuerdo esperado (ug/mL) Limite de acuerdo calculado (ug/mL)
0.120 0.087
Posaconazol
- 0.060 -0.024
0.600 0.140
Anfotericina B
- 0.300 - 0.203
1.1752 4.959
Fluconazol
-0.5876 1.254
0.784 0.179
Itraconazol
-0.392 -0.334
0.120 0.063
Voriconazol
- 0.060 - 0.003
1.750 0.043
Caspofungina
-0.875 - 0.495

El gréfico de Bland-Altman para posaconazol muestra una buena concordancia
debido a que las diferencias entre los valores de CMI y los limites de acuerdo calculados

estan dentro de los limites de acuerdo esperados (Figura 23).
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Figura 23. Gréfico de Bland-Altman para los valores de CMI para posaconazol. El valor del sesgo
(bias) muestra que tan alejados estan los valores entre los métodos, para el caso particular de posaconazol
se muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores de CMI mayores

en 0.032 pg/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).
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El grafico Bland-Altman para anfotericina B muestra una excelente concordancia
debido a que el sesgo entre los métodos es muy cercano a cero, es decir, la gran mayoria
de los valores de CMI son iguales en ambos métodos de microdilucion en caldo. Ademas,
los limites de acuerdo calculados estdn muy por debajo de los limites de acuerdo
esperados; la cercania entre los limites es otro indicador de la buena correlacion entre

los métodos (Figura 24).
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Figura 24. Gréafico de Bland-Altman para los valores de CMI para anfotericina B. El valor del sesgo
para anfotericina B muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores

de CMI menores en 0.032 pg/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).

El gréfico de Bland-Altman para fluconazol muestra que no hay concordancia entre
los métodos debido a que el sesgo entre los valores de CMI es amplio, la diferencia entre
valores es mayor + 2 log, de dilucion. Ademas, el limite de acuerdo calculado superior
supera al limite de acuerdo esperado superior por lo que la diferencia entre los valores

de CMI es significativa (Figura 25).
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Figura 25. Grafico de Bland-Altman para los valores de CMI para fluconazol. El valor del sesgo para
fluconazol muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores de CMI

mayores en 3.106 pg/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).

El grafico de Bland-Altman para itraconazol muestra buena concordancia entre los
valores de CMI del método de referencia M27 — A3 y SENSITITRE YeastOne®; los
valores de los limites de concordancia calculados son menores que los limites de
concordancia esperados por lo que las diferencias entre los valores de CMI son
aceptables (Figura 26).
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Figura 26. Grafico de Bland-Altman para los valores de CMI para itraconazol. El valor del sesgo para
itraconazol muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores de CMI

menores en 0.078 pg/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).

81



El gréfico de Bland-Altman para voriconazol muestra buena concordancia entre los
meétodos, los valores de los limites de concordancia calculados son menores que los
limites de concordancia esperados por lo que las diferencias de CMI entre los métodos
no son significativas (Figura 27).
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Figura 27. Grafico de Bland-Altman para los valores de CMI para voriconazol. El valor del sesgo para
voriconazol muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores de CMI

mayores en 0.03 pug/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).

El grafico de Bland-Altman para caspofungina muestra buena concordancia entre los
métodos, los valores de los limites de concordancia calculados son menores que los
limites de concordancia esperados, los valores de CMI no distan mas de + 2log, de

dilucién entre los métodos. (Figura 28)
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Figura 28. Grafico de Bland-Altman para los valores de CMI para caspofungina. El valor del sesgo
para caspofungina muestra que en promedio con el método SENSITITRE YeastOne® se obtienen valores

de CMI menores en 0.226 pug/mL con respecto al método de referencia (M27 — A3).

La mejor concordancia entre valores de CMI la presentd anfotericina B debido a la
cercania del sesgo con cero; seguido por itraconazol. Fluconazol fue el tnico antifungico
gue no mostré concordancia en los valores de CMI entre ambos métodos.

En el Cuadro 26 se presentan los datos del analisis entre las diferencias de los
valores de CMI entre los métodos para cada antifiingico. En general, se mostré buena
concordancia entre los valores de CMI obtenidos entre el método de referencia M27 — A3
y SENSITITRE YeastOne® en cinco de los seis antifiUngicos evaluados, por lo que la

concordancia global entre los métodos fue de 81.67 %.

Cuadro 26. Concordancia entre el método de referencia M27 — A3 y SENSITITRE YeastOne® de

acuerdo con las diferencias de los valores de CMI.

Antifangico Concordancia (%)
Posaconazol 100
Anfotericina B 100
Fluconazol 0
Itraconazol 100
Voriconazol 100
Caspofungina 90
Promedio 81.67
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VII. Discusion

La candidosis hematogena es una de las patologias intrahospitalarias causadas por
hongos levaduriformes con mayor incidencia, la cual ha tenido un aumento en los ultimos
30 afios’?. Candida albicans sigue siendo la principal especie; sin embargo, en la Ultima
década se ha observado un incremento en la frecuencia de especies distintas a C.
albicans e incluso en algunos centros hospitalarios el porcentaje de aislamiento de estas
especies ha superado el de C. albicans lo cual se ha relacionado con la region geografica
y a la forma clinica de la candidosis!® 8. Cornistein & cols. publicaron en 2013 un
estudio en el cual la frecuencia de especies distintas de C. albicans fue del 54.52 % con
respecto al 43.3 % de C. albicans a partir de diferentes especimenes; en particular de los
40 aislados de sangre el 75 % correspondié a este grupo de especies*. En el presente
estudio el aislamiento de especies distintas a C. albicans fue del 77.08 % superando por
mas del doble el porcentaje de aislamiento de C. albicans (22.92 %). Diversos estudios
en poblacion pediatrica han reportado variacion en los porcentajes de aislamiento de las
diferentes especies de Candida, como lo publicaron Garcia & cols. en 2013, donde la
especie que predomino fue C. parapsilosis en el 43 % de los aislados mientras que C.
albicans aparecié en el 36 % de los casos’®, por el contrario, en la publicaciéon de
Charsizadeh & cols. de 2018, predominé C. albicans en el 57.1 % de los casos?’.

Por otro lado, la emergencia de especies diferentes de C. albicans esta relacionada
con diversos factores de riesgo como neutropenia, estancias hospitalarias prolongadas,
cirugias, tratamientos invasivos, uso de antibioticos de amplio espectro y de alimentacion
parenteral'® 2%;:ademas de la presencia de microorganismos en las superficies de las
distintas areas hospitalarias, ya que se puede transferir al hospedero por colonizacion de
catéteres y dispositivos intravasculares, o bien debido a transmision cruzada a través de
las manos del personal médico y paramédico. Algunos autores han demostrado que las
especies de Candida son capaces de permanecer hasta 45 minutos en las manos del
personal sanitario'®?. La UCI es una de las areas que presentan contaminacion cruzada
y por tanto esta relacionada con mayor morbilidad debido a que se hospitalizan pacientes
con alto compromiso inmunologico y con mayor numero de factores de riesgo; ejemplo
de ello es el estudio multicéntrico realizado por Blumberg & cols. en 13 UCI’s durante 18

meses; en este estudio se observd que el 34 % de los pacientes adultos y el 30 % de los
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pacientes pediatricos fueron colonizados por Candida spp., asimismo se aislaron de las
manos del personal que atendid a los pacientes, el analisis epidemiolégico con
tipificaciones moleculares demostré la contaminacion cruzada entre el personal y los
pacientes?!. Los pacientes incluidos en el presente trabajo tenian diversos factores de
riesgo que favorecieron el desarrollo de la infeccidon sanguinea por Candida, entre los de
mayor relevancia se encuentra el uso de nutricion parenteral (12/12), presencia de catéter
(12/12), tratamiento con antibiéticos de amplio espectro (11/12) y cirugias recientes
(5/12); es importante destacar que la presencia de dichos factores predisponentes fueron
clave en establecimiento de la infeccibn puesto que provocaron episodios de
inmunosupresion en los pacientes. Ademas, el 58.3 % de los pacientes tuvo un
hemocultivo positivo durante su estancia en la UCI; lo anterior orienta a que la infeccion
pudo desarrollarse durante la estancia en ese servicio y probablemente la fuente de
infeccion fue intrahospitalaria debido a que ninguno tenia como diagnostico de base la
candidemia; sino que fue una infeccion presentada en algunos de los dias de
hospitalizacion. Evidencia de lo anterior fue lo sucedido con la paciente de la muestra 06
— 15 quien permanecid hospitalizada desde los primeros dias del mes de mayo,
posteriormente durante los dltimos dias del mes de junio (24 — Jun — 2018) fue
diagnosticada con candidosis hematdgena y finalmente egresé el 27 — Jul — 2017.

Candida guilliermondii es una de las especies menos comun como agente etioldgico
de la candidosis hematdgena; sin embargo, en Latinoamérica ha tenido un aumento
considerable donde representa hasta el 6.5 % de los casos de candidemia'#?. En México,
de acuerdo con lo reportado por Reyes & cols., C. guilliermondii causo el 0.94 % de las
candidosis hematdgenas'®*. Candida guilliermondii representé el 47.92 % de los
aislamientos en la epidemiologia local del presente estudio; porcentaje que esta por
encima de lo reportado en la literatura mundial, incluso considerando el aumento que se
ha presentado en Latinoamérica; este inesperado aumento se puede atribuir a un brote
de infeccidon nosocomial.

Se considera brote de infeccidbn nosocomial a la ocurrencia de un mayor niamero de
casos de un determinado tipo de infeccion, en cantidad superior a la esperada, para un
determinado servicio u hospital y dentro de un periodo especifico. Generalmente, estan

relacionados con la alteracién o modificacion de los mecanismos de control y/o normas y
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procedimientos de cuidados de los pacientes. Para comprobar o descartar la existencia
de un brote nosocomial, se deben comparar las tasas de morbilidad de la infeccién, tanto
en el periodo pre epidémico como posepidémico®®. Los aislados de C. guilliermondii
estudiados en el presente trabajo fueron obtenidos en un periodo de 55 dias, en el tiempo
previo a este periodo (Enero — Junio 2017) y durante el afio 2016 esta especie no fue
aislada de ningun espécimen clinico; asimismo, C. guilliermondii fue aislada en una
ocasion de un espécimen distinto de sangre durante el tiempo transcurrido posterior al
probable brote. De acuerdo con lo anterior y siguiendo con la definiciébn de brote, los
casos de candidosis hematogena por Candida guilliermondii aisladas en el presente
estudio podrian considerarse como un brote de infeccibn nosocomial.

La identificacion adecuada de las diferentes especies de Candida aisladas a partir
de las muestras clinicas es de suma importancia, con el fin de corroborar el diagnostico
clinico, obtener un diagnostico micoldgico preciso e instaurar un tratamiento antifingico
adecuado®. Sin embargo, la identificaciéon de diversas especies de Candida en muchas
ocasiones suele ser incorrecta por la similitud fenotipica y bioquimica entre algunas
especies; tal es el caso de C. guilliermondii, la cual es indistinguible fenotipicamente de
C. famata; ademas, sus perfiles bioquimicos son muy parecidos, por lo que su
diferenciacion por métodos tradicionales como APl 20AUX® y Vitek® 2 suele ser
imprecisa y poco confiable3® 13, Sin embargo, diversos autores han descrito algunas
caracteristicas fenotipicas de C. guilliermondii para diferenciarla de otras especies.
Garcia & cols. describieron la morfologia colonial de C. guilliermondii en CHROMagar
Candida® como colonias de color rosa claro y superficie brillante, en contraste con C.
famata que desarrolla colonias de la misma tonalidad, pero con superficie mate y con C.
parapsilosis que exhibe colonias rosas claro de superficie mate y aspecto rugoso o liso’”.
Otra de las caracteristicas fenotipica que se han descrito para la diferenciacion de C.
guilliermondii es la formacién de pseudohifas; Pinoni & cols. propusieron un algoritmo
para la identificacion presuntiva de C. guilliermondii mediante caracteristicas fenotipicas.
De las colonias obtenidas de color rosado-purpura en CHROMagar Candida® y a las 96
horas de incubacion se debe observar agrupaciones de pseudohifas, lo anterior no se
observé para C. famatal’®. Otros autores han descrito la formacién de pseudohifas en

medios con bajos niveles de nutrientes como el agar harina de maiz adicionado con tween
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80, a partir de las 72 horas de incubacién a 25 °C?° 194, En el caso de C. parapsilosis se
ha descrito que posee la capacidad de desarrollar pseudohifas largas y abundantes en
los medios antes descritos?®: 137,

Otra de las caracteristicas que se han descrito para la diferenciacién entre las
especies de Candida es el crecimiento en presencia de cicloheximida. Candida
guilliermondii tiene la capacidad de desarrollarse en presencia de este farmaco, mientras
que C. famata presenta variabilidad, ya que puede ser sensible o resistente a la
cicloheximida y C. parapsilosis es sensible!3.

En el presente estudio todos los aislados de C. guilliermondii mostraron colonias de
tonalidad lila en CHROMagar Candida® después de 48 horas de incubacion, el cual
correspondio al cédigo 7652 UP en la paleta de colores Pantone®; en contraste con lo
descrito en la literatura, C. guilliermondii durante las primeras 24 horas desarroll6 colonias
de color rosa claro que mas tarde se tornaron de tonalidad lila-parpura, la coloracion de
las colonias depende del tiempo de incubacién. Sin embargo, es importante destacar que
la coloracion es algo subjetivo y depende de la experiencia y agudeza visual de cada
observador y podria ser de mayor exactitud al compararlo con la paleta de colores
Pantone®. Con respecto a los cuatro aislados de C. parapsilosis se obtuvieron dos
variantes morfolégicas, ambas presentaron colonias de color rosa palido (9263 C) y
superficie mate; sin embargo, dos aislados presentaron aspecto rugoso y dos aspecto
liso, dichas caracteristicas coincidieron con lo descrito en la literatura’.

Otro hallazgo observado en todos los aislados de este estudio fue la formacion de
pseudohifas, en agar fécula de papa — zanahoria adicionado con tween 80 al 1%, desde
las 24 horas de incubacién; a diferencia de lo reportado por otros autores donde el cambio
se produce de las 72 a 96 horas en C. guilliermondii y C. parapsilosis desde las 48 horas
en agar harina de maiz adicionado con tween 80 al 1 %2% 137.170, Esta diferencia se podria
deber a la cantidad de nutrientes entre los medios de cultivo; el medio utilizado contiene
alimento procesado de zanahoria con diversos azUcares; sin embargo, la proporcion fue
baja (2 %) y en ambiente anaerobio, lo cual estimulo posiblemente el crecimiento de las
levaduras y formacion de pseudohifas. En el caso de C. parapsilosis forma pseudohifas
con dos morfologias diferentes, la forma arboriforme (pseudohifas en disposicion vertical

y ramificas) y en disposicion aracniforme (pseudohifas a partir de un camulo central y
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ramificadas); a diferencia de C. guilliermondii las pseudohifas presentan una sola
disposicion con crecimiento vertical y ramificaciones cortas.

Aunqgue las pruebas fenotipicas son utiles para diferenciar entre las diversas
especies, son laboriosas y tardadas por lo que su adaptacién al trabajo diario de un
laboratorio clinico intrahospitalario seria complicado. En los ultimos afios se ha recurrido
a técnicas de biologia molecular para la identificacion de diversas especies de Candida,
como lo realizado por Mohammadi & cols. quienes a traves de la amplificacion por PCR
y posterior digestion de la region ITS1 — 5.8S — ITS2 con la enzima de restriccion Mspl
obtuvieron patrones caracteristicos de 19 levaduras de distintos géneros y especies!?.
Estas técnicas son una herramienta de utilidad para la identificacion de especies
taxondmicamente cercanas, en el presente trabajo 20 aislados clinicos fueron
identificados como C. guilliermondii y cuatro como C. parapsilosis utilizando los patrones
descritos por Mohammadi & cols. Sin embargo, dicha técnica permite Unicamente la
identificacion de la especie como complejo, por lo que dilucidar cual de las tres especies
que lo conforman esta causando la patologia requeriria de estudios mucho mas
complejos; ejemplo de ello es lo realizado por Desnos & cols. quienes a través de
secuenciacion de la region ITS1 — 5.8S — ITS2 lograron identificar las especies que
integran los complejos de C. guilliermondii y C. famata®®, asimismo por el mismo método
Caton & cols. identificaron las especies complejo C. parapsilosis®..

La importancia de identificar a C. guilliermondii radica en la diferencia en la
resistencia que presenta a los antifungicos. Savini & cols. en 2010 detectaron cepas de
C. guilliermondii multirresistentes a los azoles y equinocandinas, quedando como opcién
terapéutica viable la administracion de anfotericina B para el paciente con candidemia
por esta especie!®. En el presente trabajo todos los aislados fueron sensibles para cinco
de los seis antifungicos evaluados a las 24 horas de incubacion, de acuerdo a lo
establecido por el CLSI para el caso del método de referencia y acorde con lo establecido
por el fabricante para SENSITITRE YeastOne®; sin embargo, para el caso especifico de
la caspofungina por ambos métodos a las 48 horas de incubacion, todos los aislados
presentaron valores de CMI correspondientes a resistencia (= 16 pg/mL) por ambos
métodos, por lo que se podria decir que la caspofungina Unicamente es un antifingico

con caracteristicas fungistaticas y no fungicidas para esta especie, por lo que no se
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consideré como la mejor opcion terapéutica en los pacientes del presente estudio;
ademas de tomar en cuenta las interacciones con otro medicamentos. El tratamiento
antifangico inadecuado es uno de los factores mas relevantes en la mortalidad
hospitalaria, la candidemia es uno de los tipos de infeccion con las tasas mas altas de
tratamiento inicial inapropiado, alcanzando valores de hasta el 70 % de fracasos?® 3,
Debido al aumento de las distintas especies de Candida y en el desarrollo de resistencia
frente a los diferentes antifingicos, el perfil de sensibilidad — resistencia es uno de los
estudios de mayor relevancia que debe de realizarse a los aislados de Candida spp.
obtenidos de los pacientes con diagndstico de candidemia, con la finalidad de iniciar la
terapia antifingica temprana y oportuna, lo cual favorecera la evolucién del paciente’
118, 133_

Las pruebas de sensibilidad antifingica para levaduras representaron un gran
problema durante las ultimas décadas del siglo XX, debido a que los métodos existentes
tenian baja reproducibilidad y eran muy poco comparables’™. En 1997, el CLSI publicé un
método estandarizado (M27 — A) para determinar el perfil de sensibilidad antifungica de
Candida spp. y Cryptococcus neoformans; este documento se ha ido actualizando en
diferentes versiones, el mas reciente es el documento M27 — A3 publicado en 2008 y el
suplemento M27 — S4 en el 201210, 41, 182

En general, los métodos de referencia (CLSI) son bastante laboriosos debido a la
cantidad de trabajo necesario para preparar las diluciones de los antifingicos y las placas
de microdilucién, su adaptacion en laboratorios clinicos ha representado un problema de
importancia debido al exceso de trabajo diario'®’. Atendiendo a lo anterior, diversas
empresas se han dado a la tarea de desarrollar metodologias que faciliten la
determinacion del perfil de sensibilidad a antifangicos, dentro de los cuales SENSITITRE
YeastOne® ha destacado por su facil manejo y sencillas lecturas de CMI10,

Lo ideal seria que los distintos métodos para la determinacion del perfil de
sensibilidad de antifungicos fueran equivalentes para que se puedan usar de manera
indistinta y que los resultados sean confiables. Diversos autores han realizados estudios
de comparacion entre el método de referencia M27 — A3 y SENSITITRE YeastOne® con
porcentajes de concordancia desde el 70 % hasta el 99 % para algunos antifangicos y

sobre diversas especies incluyendo C. guillermondiit® 63, El presente estudio demostré
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buena concordancia para cinco de los seis antifungicos evaluados con una concordancia
global del 81.67 %. La concordancia entre los métodos se vio afectada Unicamente por
el fluconazol, dicho antifingico present6 nula concordancia entre los métodos. La lejania
entre los valores de CMI obtenidos podria explicarse al analizar la integridad del farmaco,
puesto que aun incluso con las cepas control los valores de CMI obtenidos para
fluconazol fueron altos, aunque dentro de parametros de sensibilidad. Si el farmaco
estaba parcialmente degradado las concentraciones de cada pozo serian menores, por
lo que se observd un aumento en los valores de CMI. Ademas, es importante destacar
gue todas las placas de microdilucion empleadas en el estudio fueron del mismo lote, por
lo que el resultado fue consistente en todos los aislados.

Aungue la concordancia entre los métodos fue buena con la mayoria de los
antifangicos evaluados se deben realizar méas estudios de comparacion entre el método
de referencia y SENSITITRE YeastOne®, seria de relevancia realizar repeticiones de la
prueba con distintos lotes de SENSITITRE YeastOne® con el fin de descartar cualquier
error de manufactura o integridad del farmaco.

Globalmente C. guilliermondii es causante de aproximadamente 1029 casos de
candidosis hematégena anualmente'®*; por lo que un estudio de importancia
epidemioldgica en materia de resistencia a antifingicos necesitaria al menos 280
aislados; asimismo aumentar el nUmero de muestras facilitaria el analisis estadistico por
pruebas mas robustas.

Para reducir la mortalidad y la prolongaciéon hospitalaria de pacientes con candidosis
hematdgena es fundamental reducir y estabilizar los factores de riesgo de cada paciente,
la correcta identificacion de la especie causante de la infeccion, asi como la
determinacion del perfil de sensibilidad por métodos rapidos, sencillos y confiables que
se puedan utilizar en los laboratorios clinicos hospitalarios. La comparacion de los
métodos comerciales, que sean mas sencillos y rapidos, permitira el uso cotidiano en los
laboratorios clinicos de hospitales generales con la finalidad de detectar aislados fungicos
resistentes y que sea un apoyo confiable para el médico clinico y evitar el retraso en la

administracion del antifungico adecuado.
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VIIIl. Conclusiones

La principal especie aislada de pacientes con diagnostico de candidosis hematogena
en el Instituto Nacional de Pediatria en el 2017 fue C. guilliermondii seguida de C. albicans

y C. parapsilosis.

Veinte aislados se identificaron como Candida guilliermondii y cuatro como Candida

parapsilosis por métodos fenotipicos, bioquimicos y moleculares.

Todos los aislados fueron sensibles a cinco de los antifungicos evaluados por ambos
métodos de microdilucion, mientras que itraconazol fue sensible dosis dependiente en el
54.17 % y el 4.17 % por el método de referencia M27 — A3 y por SENSITITRE

YeastOne®, respectivamente.

Los antifangicos que mostraron mayor actividad sobre todos los aislados clinicos
fueron voriconazol y posaconazol con valores de 0.03 pl/mL por el método de referencia
M27 — A3y 0.06 pl/mL por SENSITITRE YeastOne®.

La concordancia entre los métodos fue del 81.67 % con buena concordancia para
todos los antifingicos con excepcién de fluconazol cuya concordancia entre los métodos

fue de 0 %.

El antifungico con la mejor concordancia entre ambos métodos de microdilucién en

caldo fue anfotericina B, quien presentd la mejor réplica de valores de CMI.
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IX. Abreviaturas

ADN
ADS
ADS — CC
ALS
AMB
ARN
ATB
BIGGY
CHS
CLS
CMI
CSP
cvC
DMSO
ELISA
EUA
EUCAST
F
FLZ
IGS
ITS
ITZ
M
MALDI-TOF
MOPS
PCR

Acido desoxirribonucleico

Agar dextrosa Sabouraud

Agar dextrosa Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol

Proteina de secuencia tipo aglutinina
Anfotericina B

Acido ribonucleico

Antibiéticos de amplio espectro

Bismuth Glucose Glycine Yeast Agar
Hidrofobicidad relativa de la superficie celular
Instituto de Estandarizacion de Laboratorios Clinicos
Concentracion minima inhibitoria
Caspofungina

Catéter venoso central

Dimetilsulfoxido

Enzyme linked inmmunosorbent assay

Estados Unidos de América

Comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana

Femenino

Fluconazol

Espacios intergenéticos
Espacios intertranscripcionales
Itraconazol

Masculino

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight

Acido morfolino propano sulfénico

Reaccion en cadena de la polimerasa



pH
PSZz

RN
RFLP

SAPs
S-DD
SIDA
SSi
UCl
UFC
VIH
VRZ

Potencial de hidrogeno

Posaconazol

Resistente

Recién nacido

Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion
Sensible

Aspartil proteinasas secretadas

Sensible — Dosis dependiente

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Solucién salina isotonica

Unidad de cuidados intensivos

Unidad formadora de colonia

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Voriconazol
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X. Anexos

X.1 Medios de cultivo
Agar dextrosa Sabouraud (ADS)

Reactivos
Agua destilada 1000 mL
Digerido pancreatico de caseina 509
Digerido péptico de tejido animal 50¢g
Dextrosa 40049
Agar 1509

Procedimiento
1. Suspender los componentes del medio ADS en 1000 mL de agua destilada
calentdndolo en placa térmica hasta ebullicion y agitando constantemente el

tiempo necesario para completar la disolucién de los reactivos.

2. Esterilizar el medio ADS en autoclave durante 15 minutos a 121 °Cy 1.1 kg/cm?
de presién, es recomendable emplear cinta testigo para verificar las condiciones
de esterilizacion. Evitar el calentamiento excesivo ya que puede deteriorar los

ingredientes.

3. Distribuir el medio en cajas de Petri estériles, para una placa normal de 90 a 100
mm es apropiado un volumen de 19 a 21 mL; dejar solidificar el medio.

4. Almacenar a una temperatura entre 2y 8 °C.
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Agar dextrosa Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (ADS — CC)

Reactivos

Agua destilada 1000 mL
Digerido pancreatico de caseina 50¢g
Digerido péptico de tejido animal 50¢g
Dextrosa 40.0g
Agar 15049
Cicloheximida 05¢g
Cloranfenicol 0.05¢

Procedimiento
1. Suspender los componentes del medio ADS - CC en 1000 mL de agua
destilada calentandolo en placa térmica o bafio Maria hasta ebullicion y
agitando constantemente el tiempo necesario para completar la dilucién de los

reactivos.

2. Esterilizar el medio ADS - CC en autoclave durante 15 minutos a 121 °Cy 1.1
kg/cm? de presion, es recomendable emplear cinta testigo para verificar las
condiciones de esterilizacion. Evitar el calentamiento excesivo ya que puede

deteriorar los ingredientes.

3. Distribuir el medio en cajas de Petri estériles, para una placa normal de 90 a
100 mm es apropiado un volumen de 19 a 21 mL; dejar solidificar el medio.

4. Almacenar a una temperatura entre 2y 8 °C.
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CHROMagar Candida®

Reactivos
Agua destilada 1000 mL
Cromopeptona 10.0g
Mezcla cromégena 20g
Glucosa 20049
Agar 15049
Cloranfenicol 05¢g

Procedimiento
1. Suspender los componentes del medio CHROMagar Candida® en 1000 mL
de agua destilada calentandolo en placa térmica hasta ebullicion y agitando
constantemente con movimientos rotatorios el tiempo necesario para

completar la fusion de los granos de agar.
2. Esterilizar el medio CHROMagar Candida® por ebullicion, hasta obtener la
formacion de grandes burbujas que remplazan a las pequefas, durante dos

minutos.

3. Distribuir el medio en cajas de Petri estériles, para una placa normal de 90 a

100 mm es apropiado un volumen de 19 a 21 mL; dejar solidificar el medio.

4. Almacenar a una temperatura entre 2 y 8 °C.
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Agar fécula de papa — zanahoria con tween 80 al 1 %

Reactivos
Agua destilada 1000 mL
Fécula de maiz 10.0g
Zanahoria 10.0g
Tween 80 10 mL
Agar 15.0g

Procedimiento
1. Suspender los componentes del medio Agar fécula de papa — zanahoria con
tween 80 al 1 % en 1000 mL de agua destilada con excepcién del tween 80 y
el agar, se calienta en placa térmica hasta ebullicion y agitando
constantemente durante 10 minutos para completar la disoluciéon de los
reactivos; posteriormente, se filtra y se afade el tween 80 y el agar

calentandolo nuevamente hasta completar la fusion de los granos de agar.
2. Esterilizar el medio en autoclave durante 15 minutos a 121 °C y 1.1 kg/cm?
de presion, es recomendable emplear cinta testigo para verificar las

condiciones de esterilizacion.

3. Distribuir el medio en cajas de Petri estériles, para una placa normal de 90 a

100 mm es apropiado un volumen de 19 a 21 mL; dejar solidificar el medio.

4. Almacenar a una temperatura entre 2y 8 °C.
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Caldo RPMI 1640

Reactivos
Agua destilada 1000 mL
Amortiguador MOPS 345¢g
RPMI 1640 10449

Procedimiento

1.

Suspender los componentes del Caldo RPMI 1640 en 1000 mL de agua
destilada, se mantiene en agitacion constantemente el tiempo necesario para
completar la dilucién de los reactivos; posteriormente, se ajusta el pH del
medio a 7 £ 0.1 con hidréxido de sodio (NaOH) 1M.

Esterilizar el caldo por filtracién con unidades de filtro de 0.2 pm.

Almacenar a una temperatura de 4 °C.
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