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1. Introduccion
1.1. Antecedentes histéricos

La descripcion mas antigua del término Candidosis se encuentran plasmada en
el libro "Epidemics”, obra escrita por Hipocrates cuatro siglos antes de Cristo., al
observar en dos pacientes inmunosuprimidos la presencia de lesiones en boca,
sekmiejarntke's: a “aftas”. En afos posteriores continuaron los reportes de diferentes
manifestaciones clinicas de candidosis. En 1771 Rosen Von Rosenstein y en 1784
Underwood describieron una candidosis bucal y gastrointestinal en un recién
nacido, respectivamente. En 1835 Véron describio un caso de candidosis
esofagica y uno de pustulosis candiddsica en un recién nacido que la adquirié
durante el nacimiento. En 1839 Langerbeck, descubric el agente etiologico
causante de candidosis; en 1841 Berg y en 1844 Bennet confirmaron el hallazgo
de Langerbeck, a cerca de la etiologia fungica del “algodoncillo”. En 1842 Gruby,
describié la morfologia del hongo causal y lo ubico en el género Sporotrichum. Dos
afnos después Gruby reporté las caracteristicas microscopicas de la levadura
obtenida en el esputo de un paciente con tuberculosis pulmonar. En 1849,
Wilkinson, demostré las manifestaciones clinicas de una vulvovaginitis por
Candida. Robin en 1853, mostré que el agente etiolégico de “algodoncillo” podia
diseminarse y causar infeccion generalizada y llamé a este hongo Oidium
albicans. En 1868 Quinquad propuso un nuevo nombre Syringospora rodinii, para
denominar al hongo causante de candidosis bucél; y en 1877 Ress, cambia el
nombre del microorganismo por Saccharomyces albicans; por otro lado en el
mismo afo Grawitz, demostré la naturaleza dimoérfica del hongo y describid las

formas de levadura, micelio y clamidoconidios, sin darles ninguna connotacion.




Dlei afios después Audrey, reporto que las diversas morfologias que presenta la
Vlevadura son producidas dependiendo de las condiciones ambientales. En 1880
Zopt,v’; llamé a este hongo Monilia albicans; nombre que se hizo popular en la
Iitéréfuré médica, aunque el género Monilia esta mas relacionado como patégeno
'de plantas En el siglo XX se reportaron otras formas de infeccion causadas por
VCandlda como candidosis generalizada por Schmori; onicomicosis por Candida
descrita por Dubendorfer y enfermedad cutanea por Jacobi. Otro hecho importante
durante esta época fue la descripcién del género Candida incluyendo las especies
que formaban seudohifas. Finalmente el nombre de Candida fue aceptado en VIIi

Congreso Internacional de Botanica en Paris en 1954 (37) (58).

1.2 Género Candida

El género Candida pertenece al Phylum Ascomycota, a la familia
Saccharomycetaceae del orden Saccharomycetales, que comprende un grupo
heterogéneo de levaduras anaméorficas (21) (24). En algunas especies se ha
identificado su fase teleomorfica o estado sexual (Cuadro 1). El Género Candida
incluye alrededor de 200 especies (5). De estas especies, nueve son las que se
aislan con mayor frecuencia: entre ellas Candida albicans, C. tropicalis, C.

glabrata, C, parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei y C. lusitaniae.




Cuadro 1. Fases teleomadérficas que se han identificado de algunas de las 200
especies de Candida.

Fase anamorfa Fase teleomorfa

Candida lambica Pichia fermentans

Candida guilliermondii Pichia guilliermondii

Candida kefyr Kluyveromyces marxianus var.
Marxianus

Candida krusei Issatchenkia orientales

Candida lipolytica Yarrowia lipolytica

Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae

Candida norvegensis Pichia norvegensis

Candida pulcherrima Metschnikowia pulcherrima

Candida utilis Pichia jadinii

Tomado y modificado de Bodey, 1993 (57)

1.2.1 Caracteristicas fenotipicas

Las especies de Candida presentan d'ifere.ntes morfologias en su fase
anamorfa; pueden ser redondas, ovales-elongadas y de varios tamarnos (1.5 a
15um), con una gema polar. Las células levaduriformes pueden tener tres
diferentes procesos morfoldgicos: formacion de blastoconidios, seudohifas e hifas.
Existen determinados factores que influyen en la forma que adoptan las diferentes
especies como el pH, la fuente de carbono y nitrégeno. Las seudohifas pueden ser
células alargadas, dicotomicas y se diferencian de las hifas en que estas ultimas
no presentan continuacién a nivel de los septos que delimitan las células (37) (58).

En 1995 Sullivan DJ y cols. (71) (72) describieron una nueva especie
llamada Candida dubliniensis aislada a partir de la mucosa bucal de pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y manifestaciones de candidosis
bucal. El nombre de esta especie se atribuye a que el primer caso fue descrito en

Dublin, Irlanda. En ese afio se realizdé un estudio epidemioldgico de candidosis



'ind(i‘\‘:k/'idj.l:os irlandeses infectados con VIH y pacientes con SIDA. A

los 1990's observaron mayor produccion de clamidoconidios en los

aislamientos, ' fue considerada como caracteristica morfolégica especifica de
analisis profundo de la morfologia de estos aislamientos revel6é que

c'pnétlt anf.dos especies distintas claramente separadas, pero que compartian

alg n; s caracteristicas fenotipicas. Candida albicans y C. dubliniensis crecen en

' a‘gﬂa’:rv_, dextrosa Sabouraud con cloranfenicol y cicloheximida, producen tubo
,vgerminativo. caracteristicas previamente consideradas como especificas para la
identificacién de C. albicans (39). En la literatura existen algunas descripciones
como la de Sullivan DJ en 1995 (71), Jabra-Rizk MA en 1998 (30) y Koehler AP
(34) en 1999 quienes confirmaron que las cepas de C. dubliniensis pueden
dif'erenciarse de C. albicans por la formacidon rapida y abundante de
; clam.idoconidios en agar Staib. El analisis comparativo del crecimiento a 45°C, es
‘otra prueba para diferenciar estas dos especies, en la cual C. dubliniensis
presenta crecimiento escaso o nulo a esta temperatura (17) (55). EIl CHROMagar
Candida® también puede ayudar a la diferenciacion de C. albicans y C.
dubliniensis desde el primer aislamiento; las colonias de C. albicans son de color
verde claro y las de C. dubliniensis de color verde obscuro, aunque esta coloracion
puede cambiar dependiendo del tiempo de incubacion (19) (50). Gales AC y cols
(17) y Salkin IF y cols (60) reportaron que C. dubliniensis a diferencia de la gran
mayoria de los aislamientos de C. albicans no asimila el a- D- metil giucosido y D-
Xilosa. Por otro lado, C. dubliniensis crece mu'cho'mas lento que C. albicans en

presencia de trealosa como unica fuente de carbono (73).



1.2.2 Pruebas para la identificacion de Candida .

Las colonias de Candida se desarrollan en medios aerobios con pH que va
de 2.5 - 7.5 a una temperatura de 20 a 38°C; la coloracién de la colonia varia de
blanco a amarillento, crecen rapidamente en tres dias. Las colonias pueden ser
lisas, opacas, brillantes o secas, rugosas o planas (5) (49).

Para identificar las diferentes especies de Candida se deben realizar las
siguientes pruebas: la produccién de clamidoconidios en agar Harina de Maiz
(AHM), la formacion de tubo germinativo en suero, las caracteristicas morfologicas
en'_CHROMagar Candida®, morfologia macroscépica y microscépica en agar
Staib, la produccion de opacidad en agar Tween 80 y pruebas de asimilacion y

fermentacion de carbohidratos .

Clamidoconidios en Agar Harina de Maiz (AHM)

Los aislamientos de C. albicans y C. dubliniensis producen clamidoconidios
cuando se siembran en AHM adicionado con Tween 80 al 1%, utilizando la técnica
de Dalmau, cuyo principio se basa en realizar dos trazos lineales de 3.5 cm. de
longitud con 1.2 cm. de separacion sobre la plaéa de AHM, colocar un cubreobjeto
con la finalidad de estabilizar el gradiente de la tensién de oxigeno, de tal manera
que la levadura obtenga la cantidad de gas requerida para la formacion de
clamidoconidios que son estructuras globosas, de 6 a 12 uym de diametro, de
pared gruesa, que se desarrolian en el apice de la hifa sobre el cuerpo suspensor

(43).
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Tubo germinativo

El tubo germinativo representa la iniciacion del crecimiento de la hifa
directamente de la célula levaduriforme; se considera una prolongacion de la
pared celular de la levadura, desde su punto de origen y no presenta

constricciones. Esta prueba es un procedimiento simple, econémico y facil de

“realizar en un tubo que contenga 0.5 ml de suero humano o bovino, se incuba a

e.2 horas. La formacion de esta estructura esta determinada por el
- medio utilizado, tamario del indculo, temperatura de incubacion, concentracion de

carbohidratos y condiciones microaerobias (43).

CHROMagar Candida®

Este método fue descrito en 1994 pof Odds y cols (50), es un medio
cromogénico que ayuda a la diferenciacion e identificacion presuntiva de algunas
levaduras con base en la coloracion de las colonias, producidas por reacciones de
enzimas especie-especificas con el sustrato cromogénico. La ventaja de este
medio es facilitar la identificacion presuntiva desde el primer aislamiento, asi
como identificar la mezcla de colonias (6) (19). Las colonias de C. albicans son de
color verde claro; C. fropicales azules, C. krusei rosa palido y C. dubliniensis

colonias verde obscuro.

Agar Staib
Este medio fue descrito por Staib P. en 1999 (68) y confirmado en el 2000

por Staib F. (67) para diferenciar entre C. albicans y C. dubliniensis basandose en



la morfologia macro y microscopica. Las colonias de C. dubliniensis son de
superficie rugosa con crecimiento filamentoso alrededor de las colonias y
microscopicamente forma clamidoconidios en racimo en el apice de las hifas,
sobre el cuerpo suspensor. Por el contrario las colonias de C. albicans son de
superficie lisa con crecimiento micelial que es la formacion de blastoconidios sobre
la hifa.

Este medio es econdmico, Util, de alta sensibilidad y se considera que el
sobrecrecimiento micelial y la formacion abundante de clamidoconidios son

caracteristicas fenotipicas para la especie C. dubliniensis (44).

Agar Tween 80

Este medio fue descrito por Slifkin (61) en 2000, como prueba diferencial de
especies de Candida, principalmente entre C. albicans y C. dubliniensis. El
principio se basa en la accidon de enzimas lipoliticas (esterasas y fosfolipasas),
liberando acidos grasos, los cuales se unen él célcio incorporado al medio de
cultivo. El resultado es la formacion de una opacidad alrededor de las colonias de

C. albicans debido al depodsito de cristales insolubles.

Asimilacion de carbohidratos

Los diferentes métodos que nos permiten valorar el patron de asimilacion
de carbohidratos especifico de las especies de levaduras para su identificacion
como el método tradicional de Wickerhman y Burton (85), las pruebas comerciales

como API 20C, AUX, ID 32C vy el Vitek YBC (Yeast Biochemical Card).



VITEK YCB (Yeast Biochemical Card).

Este es un sistema computarizado compuesto de 30 pozos; cada uno de los
pozos contiene diferentes carbohidratos y un indicador de pH. Las placas se llenan
por capilaridad con una suspension de la levadura problema, cuya transmitancia
requerida es 50£3 medida con un espectrofotometro portatil; estas se incuban a
37°C durante 24 horas. La lectura se realiza en un espectrofotometro
computarizado, el cual mide la transmitancia y absorbancia, evidenciada por la
presencia de color, el resultado lo da el aparato por porcentaje de similitud de la
especie de levadura.

Interpretacién de Resultados

La identificacion de seguridad es cuando el porcentaje es mayor de 95%;
dudoso entre 80-95% y no identificable menor de 80%. Cuando las levaduras no
son identificadas puede deberse a las siguientes razones:

1) Porque la especie dada no este considerada dentro de la identificacion del
programa.
2) Que el cultivo este contaminado.

3) Que se trate de una especie nueva.

1.2.3 Habitat
Candida forma parte de la biota normal del organismo y se localiza
normalmente en la mucosa de la faringe, anorectal, vaginal; oido externo y piel

(57).




1.2.4 Factores predisponentes

En el cuadro 2 se muestran los factores de oportunismo que con mayor
frecuencia contribuyen en el cambio de la levadura, de un estado comensal a
parasito.

,D,e todos los factores de oportunismo, en este trabajo nos enfocamos a

’ pac_iéntes que cursaban con diabetes mellitus (49) (58) (80).

Cuadro 2. Factores de riesgo que contribuyen en una Candidosis

Factores predisponentes

Cambios fisiolégicos: Embarazo, cambio en el pH de la vagina.

Prematuros y ancianos

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

Enfermedades endocrinologicas: Diabetes mellitus

Neoplasias: Linfomas, leucemias.

Administracion de corticoesteroides y citotoxicos, el uso prolongado de
antibioticos.

Uso de catéter urinario

Didlisis peritoneal

1.2.5. Candidosis

La Candidosis es una infeccién ocasionada por levaduras del género Candida,
las manifestaciones clinicas de la enfermedad son muy variadas y dependiendo
del dérgano afectado y la infeccion puede localizarse en boca, faringe, piel
(principalmente en pliegues), vagina, ufas, bronquios, pulmones, sistema
genitourinario, tubo gastrointestinal, corazén, meninges y causar incluso

septicemia (37) (57).



1.2.6 Diabetes mellitus (DM)

La DM es una enfermedad del metabolismo de los carbohidratos como
consecuencia de la secrecion deficiente de insulina, por lo que lleva a un aumento
en la conce_ntrac;ién plasmatica de la glucosa. Debido a estas alteraciones

metabélic’as,iﬂglfindividuo presenta diferentes manifestaciones clinicas como:

,ayr'hén‘t,oi"éngla frecuencia de micciones (poliuria), polidipsia, polifagia, pérdida de
: pééo,‘debilidéd. fatiga e infecciones (23) (30).
i kEn‘ la clasificacion de la DM se incluyen d.os érupos generales que son los
. indiViduos insulinodependientes y no insulinodependientes. Los primeros o DM
, tipo 1, es la forma mas grave, es menos frecuente en México, se considera una
g frecuencia de 1-2% de la poblacién diabética. En cambio, los individuos no
insulinodependientes o DM tipo 2 es la forma mas frecuente. En México, se
calcula que el 98-99% de los casos de DM, generalmente se inicia en la edad
adulta, tiene un curso asintomatico y se diagnostica con la determinacién en varias
ocasiones, de un aumento en la concentracion de la glucosa en sangre venosa,
mayor de 120 mg / dl; o por una curva de tolerancia a la glucosa, donde el valor es
igual o mayor de 180 mg / dl dos horas después de la administracion de la carga
de glucosa por via bucal (2) (30).

En los pacientes diabéticos deben considerarse algunos aspectos
particulares, ya que se trata de una enfermedad cronica que presenta
complicaciones agudas y tardias; por lo tanto es esencial mantener un buen
control metabdlico con Ila determinacion de niveles de glucosa en sangre y la

hemogiobina glucosilada, colesterol y triglicéridos.

10



nyiys‘teyn"? algunos parametros para determinar el control de la diabetes

mellitus de acuerdo con la Asociacion Americana de la Diabetes (52) (Cuadro 3).

‘Cuadro 3. indice bioquimico de control metabdélico en la diabetes mellitus

Indice Normal Aceptable Pobre
Glucosa en sangre <115 <140 >200
en ayunas (mg/dl)

Glucosa en sangre <140 <200 >235
posprandial, 2h S

(mg/dl) R Rt R ~

HbAic (%) Lo <B A B . >10 .
Colesterol en| v ‘ .

>240
sangre en ayunas|: e
(mg/dl) S , i
Triglicéridos ‘en|- <150 : 50150249
sangre “en ayunas o 1 - e

(mg/dl)

>250

Tomada de Islas 1993 (30) . Pauvilai 1999 (52).

1.2.7 Infeccién de vias urinarias

Las infecciones en vias urinarias (IVU) engloban diversas entidades clinicas
(uretritis, cistitis, pielonefritis, abscesos renales y bolas fungicas), caracterizadas
por la colonizacion y/o invasion del sistema urinario por microorganismos
patdgenos (65) (66). Estas infecciones constituyen uno de los padecimientos mas
frecuentes y son causa comtin de la consulta médica; se calculan en 7 millones de
las consultas anuales. De acuerdo con las diferentes publicaciones
internacionales, la incidencia en mujeres varia de 0.5-0.7 % por afo. lLas
infecciones recurrentes se presentan en 25-30% de las mujeres, quienes han
experimentado una infeccién previa, mientras que en el hombre es menos

frecuente y es de 15 infecciones por 10,000 (3) (18) (47) (87). Puede afectar a
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indrividuos de cualquier edad, con un predominio en las mujeres sexualmente
activas y en individuos de edad avanzada (18).

7 Por otro lado, la IVU es la causa de un millén de ingresos anuales a los
hospitales generales y se considera el 50% de las infecciones hospitalarias (33)
(46). En México, estas infecciones ocupan el primer lugar en hospitales dedicados
Va la atencién de individuos de edad adulta (75). Diferentes factores o
enfermedades predisponen a una mayor frecuencia, recurrencia y severidad de las
IVU como alteraciones estructurales y funcionales del sistema excretor, embarazo,
transplantes de organos soélidos, granulocitopenia, enfermedad granulomatosa
crénica, Sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedad renal poliquistica,
diabetes mellitus, administracion prolongada de antimicrobianos y el uso continuo

de catéter urinario (mas del 70%) (2) (18) (35) (69).

1.2.7.1 Diabetes mellitus e infeccion de vias urinarias.

La frecuencia de infecciones en los pacientes diabéticos se relaciona
directamente con los titulos altos de glucosa en sangre. La incidencia de IVU
como causa de morbilidad, en estos pacientes ha aumentado y se reporta de 0.9
a 2.0/ 1000 pacientes (88).

En varios estudios epidemioldgicos relacionados con IVU y DM describen la
bacteriuria y la IVU como padecimientos mas comunes en mujeres con DM, hasta
dos veces mas, que en mujeres sin DM. La frecuencia de bacteriuria en estas
mujeres es de 26% y 6%, respectivamente. Por otro lado, la DM es la enfermedad

mas comun relacionada con funguria, se calcula una frecuencia del 39% (69).
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- Exiéten varios factores en los pacientes con DM que aumentan el riesgo de

presegtar”o desarrollar IVU; 'V‘cb:r;no un control deficiente de la glucosa en sangre,

P evdlucién‘ e"ﬁkla enfermgdad, complicaciones en la microcirculacion, neuropatias;

_ 'éﬁ'frni.'ljérés::jactividgdv‘_se}(»,i.lai. el uso de anticonceptivos (diafragmas, espermicidas,
‘”pries'er\'latigés')‘;xiivréngihi'tiks' krecurrente (70). Otros factores que se tienen que tomar
:,'é_'." cuenta: "‘»S‘orrjlvl'a' deficiente actividad leucocitaria secundaria a la hiperglucemia,
- ":dépidpv’a;ﬁuyn'a disminucion en la quimiotaxis, la fagocitosis y deficiente destruccion
’dél :;"l‘rhicfoorganismo fagocitado por los polimorfonucleares (3). Algunos
rﬁiéroorganismos tienden a aumentar su desarrollo en ambientes hiperglicemicos,

como las levaduras del género Candida.

1.2.7.2 Infeccion fangica de vias urinarias y agentes etiolégicos

La principal causa responsable de la patologia inflamatoria del sistema
urinario es la infeccion de vias urinarias (82). Los organismos que colonizan con
mayor frecuencia y poseen reconocida capacidad de invasion de estos 6rganos
son las enterobacterias, aunque ocasionalmente los hongos y los virus pueden
estar implicados. Hay ciertos microorganismos que con mayor frecuencia causan
IVU, donde las bacterias Gram negativas como Escherichia coli ocasionan mas del

50% de los casos (36) (47) (64) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Frecuencia de microorganismos aislados en infeccion de vias
urinarias.

Bacterias Gram (%) Bacterias (%) Hongos (%)
positivas Gram o

negativas
Enterococcus 6.1~ 23 | Escherichia 21-54 Candida
spp.- coli albicans
Streptococcus 1.2-3.5 | Klebsiella 1.9-17 C. glabrata
grupo B pneumoniae e

Staphylococcus| 1.4-3.7 |Enterobacter | 1.9-9.6 C. tropicalis
coagulosa spp ST PN :
negativa

Staphylococcus| 0.9-2.0 ) Citrobacter : .

C. ~
aureus ; : spp. L parapsilosis
Lo | Proteus s i C. krusei
: mirabilis
=] Providencia , Trichosporon
- | spp. , inkii
Pseudomonas 2-19 Trichosporon
aeruginosa ovoides

Tomada de Bacheller y cols 1997 (3) y de Oliveira RD y cols 2001(12) k

En los tltimos afios las IVU causadas por hongos han tomado un papel
importante y representan una incidencia de 9.0 a 20.5 por 10,000 pacientes
hospitalizados (88). Se considera la causa mas comin de las infecciones
adquiridas en el hospital relacionada hasta en el 70% con el uso de catéter
urinario. Los hongos pueden tener acceso al sistema urinario por via ascendente o
diseminacién hematdégena (74). La IVU causada por hongos en general, es
asintomatica, aunque en algunas ocasiones los pacientes pueden presentar dolor
al orinar (disuria), urgencia y frecuencia en la miccion y ocasionalmente fiebre. Es
importante tomar en cuenta que el hallazgo de Candida en la orina puede

representar contaminacion, colonizacién e infeccion (29).



‘La contammamén‘de la ’orma es: comun especualmente si fue colectada a

partlr de un mdlwduo del sex )  n "0-sin catéter urinario, ya que pudo

haber tenldo una colonlzacmn fea";"genital, la cual se considera con un
namero ‘de colomas ‘de :<10%.U “;érirﬁ)a. Se debe tomar en cuenta que las
' especues de Cand/da pueden c sistema urinario en pacientes portadores
: de cateteres urlnarlos el sngnlfcado clinico es poco relevante y el tratamiento es
sufumente al retirar el mismo. La colonizacion es frecuente, pero de forma similar a
' ’ Ias |nfecc10nes bacterianas su presencia no significa la existencia de IVU, en ia
‘mgyor‘, parte de las ocasiones se trata de candidurias no significativas. En la
cht.)‘lériiv‘iza¢i6n se presenta adherencia de algunas levaduras sin que los individuos
o r_néniﬁesten sintomatologia y se considera con numero de colonias de 10° a 10*
~UFC/ml de orina. Finalmente el término IVU es la invasién al tejido ya sea
superficial o profundo; y de acuerdo con varios autores, consideran que el conteo
de colonias por mililitro de orina es de >10* UFC/ml (10) (12), asi como la
observacion microscopica de incontables levaduras y/o filamentos en el examen
directo y frotis (26) (43). En los ultimos afios las especies diferentes de Candida
albicans han tomado gran importancia, ya que la han reemplazado. De éstas
tenemos a C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C.
kefyr (22) (49) principalmente C. glabrata y C. tropicalis son las especies que se
aislan cada vez con mayor frecuencia en casos de candiduria, especialmente en
los pacientes diabéticos, en quienes reciben multiples antibidticos o son
portadores de sonda urinaria (76). En pacientes hospitalizados C. albicans y C.

glabrata son las especies mas frecuentemente aisladas (32). En un estudio

multicéntrico se encontré a C. albicans en 446 (51.8%) de 861 pacientes, seguida
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de C. g/ébrvatéfddye sé;"giiersten‘té en 134 pacientes (15.6%). En aproximadamente el
10% de los pacientes, s;e: h;an descrito asociacion de especies de levaduras, asi
como la coexistencia con bacterias. C. fropicalis y C. glabrata son las especies
que comunmente se alslan en aquellos pacientes, a los cuales no se les ha
aplicado catéter urinario; El riesgo de las infecciones causadas por Candida spp
en pacientes hospitalizados es la diseminacion a otros o6rganos, causando

candidemias (33).

1.2.8. SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

La epidemiologia de las infecciones por hongos ha presentado cambios
importantes, como el incremento en la frecuencia como causa significativa en la
morbilidad, principalmente en pacientes inmunocomprometidos. La mayoria de
estas infecciones son causadas por Candida spp., considerada como el cuarto
agente causal de micosis hospitalarias. En afios recientes las especies
mencionadas diferentes a C. albicans han aumentado en los casos de fungemia,
hasta en el 60% (16).

El tratamiento de infecciones fungicas ha cambiado en la ultima década
debido a Ila introduccion de nuevos agentes antifungicos (4) (62). El
descubrimiento de la actividad antifungica de los componentes azdlicos representa
un desarrollo importante en el tratamiento de las micosis. Recientemente se han
desarroilado triazoles como el itraconazol y fluconazol, caracterizados por su
actividad de amplio espectro, aumento en la potencia, seguridad en la
administracion prolongada y disminucion en la toxicidad (8). Sin embargo la

disponibilidad y el aumento en el uso prolongado de drogas antifungicas, ha
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_llevado a las diferentes especies de Candida, al desarrollo 6 incremento en la
resistencia a estas drogas

. ‘La presencia: cada"v‘ez mas frecuente de especies resistentes al

tr’atairiie_rito‘ antifungico, hace necesario realizar pruebas de sensibilidad a todos

los aislamientos’ causantes de candidemia o que proceden de pacientes

Vinmuhbébpﬁfniﬂdbs. Muchos de los hongos emergentes presentan resistencia a los

ahtifﬂngico'sf'clésicos y empiezan a aumentar significativamente la frecuencia de

: aisﬁylrami‘éhtos resistentes pertenecientes a especies que eran sensibles, como en el
caso de Cand/da albicans al fluconazol (15) (20) (41).

La resistencia a los antifingicos puede dividirse en dos categorias: clinica e
in vitro (primaria ok'secundaria). La resistencia clinica se presenta por el fracaso del
tratamiento antifungico y no necesariamente se asocia con una disminucion en la
sensibilidad in vitro. La resistencia in vitro primaria, (intrinseca o innata), es la que
presenta el microorganismo de forma natural (sin exposicion previa), es decir la
ausencia de sensibilidad de un determinado hongo hacia los antifungicos. La
resistencia in vitro secundaria (adquirida), aparece cuando un microorganismo que
inicialmente es sensible, al exponerlo a diferentes drogas antifingicas adquiere
resistencia (79). La resistencia mayor ha sido reportada frecuentemente en
aislamientos bucofaringeos de C. albicans de pacientes con SIDA. La resistencia
observada en C. glabrata es mas comun (76) (84): En 1988 Warnock DW y cols
(81) reportaron el primer caso de resistencia clinica “in vitro" de C. glabrata a
fluconazol. En los siguientes tres afios, nuevas descripciones de candidosis
causadas por C. glabrata y C. krusei tratadas con fluconazol han presentado

resistencia al tratamiento (51) (84) (86).
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1.2.8.1 Mecanismos de resistencia a drogas antifungicas.

Dentro de los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de
resistencias a los antifungicos se incluyen: alteraciones en la membrana
plasmatica, defectos enzimaticos, aumento en la sintesis de compuestos que
compiten con el antiflingico y alteraciones en las células diana. La resistencia
genética radica, en mutaciones cromosdmicas aunque también se han descrito
mutaciones extracromosomicas. Los mecanismos de resistencia al fluconazol,
aparentemente son cambios microevolutivos que ocurren durante el tratamiento

(39) (53) (78).

1.2.8.2 Pruebas de sensibilidad antifingica “in vitro”

El descubrimiento de la actividad antifungica de los diferentes azoles
representan un desarrollo importante en el tratamiento de las micosis, y es en
1983 cuando la comunidad cientifica se interesé por normalizar las pruebas de
sensibilidad a los antifingicos, debido al impact6 qué representa el aumento de las
infecciones fingicas en enfermos con SIDA o inmunosuprimidos por otras causas
y por la aparicion de las primeras resistencias a los azoles observadas en
diferentes especies de hongos. The National Committee for Clinic Laboratory
Standards (NCCLS) se dio a la tarea de crear un comité para establecer las
condiciones de trabajo normalizadas, medio de cultivo, inoculo, temperatura de
incubacion, pH, etc. (48). Los esfuerzos de este comité culminaron con la
publicacion del documento M27-A (1997), donde se estandarizan las técnicas de
sensibilidad antifangica de macro y microdilucion para las levaduras. La lectura de

las téchicas se basa en determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), la

18




cual significa obtener la concentracibn mas baja del antifingico para inhibir
completamente el crecimiento del microorganismo, en caso de utilizar anfotericina
B se cumple este objetivo, Por el contrario con los azoles la inhibicion del
crecimiento es parcial, dada por el crecimiento de microcolonias dentro del halo de
inhibicion (“trailing zone”), esto ha dificultado su lectura; de tal manera que la CMI
es la concentracion donde se observa una disminucién del crecimiento al 80%
respecto al testigo sin antifingico. En la actualidad disponemos de diferentes
métodos para valorar la sensibilidad de los antifungicos, como difusion en disco,

tira, placa y los métodos de dilucién en tubo y microdilucion (45).

Métodos comercializados de sensibilidad antifangica
En los ultimos afios se han desarrollado diferentes métodos para evaluar la
sensibilidad antifingica in vitro, entre ellos estan el Neosensitab ® (42) Panel

Antifungico Colorimétrico (“Sensititre”) ® (9), FUNGITEST® (89) y E-test.

Método de difusidon en agar E-test ®

Esta prueba de difusion se basa en un gradiente definido de antimicético, el
cual esta incorporado en tiras de plastico delgadas, inertes y no porosas, de 5 x 60
mm. La tira se divide en dos partes, la sigla superior muestra el codigo E que
identifica al antimicético. La parte inferior esta calibrada con las concentraciones
de la CMIs en png/ml de la droga (1) (Fig. 1). El método es facil de realizar y se usa
para determinar la CMI del antimicético necesaria para inhibir el crecimiento de

levaduras en un medio estandarizado RPMI| 1640 (Roswell Park Memorial
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‘lnsfithté) tiene buena concordancia con los métodos de referencia; sin embargo,
su lggtura presenta ciertas dificultades, en particular con C. tropicalis (28).

Es pdsible identificar 4 diferentes patrones de lectura para la CMI’s:
1) Punto de interseccion bien definido

2) Crecimiento de microcolonias dentro de la zoﬁa de inhibicion.

3) Doble halo, ilustrado por el crecimiento de microcolonias justo en el borde

de inhibicién.

4) Resistencia con crecimiento homogéneo alrededor de la tira.

La reproducibilidad de una prueba depende de una buena estandarizacion del
inocUlo. la temperatura y el tiempo de incubacion. La comparacion entre el método
E-test y el método de dilucion en caldo de la NCCLS para valorar CMI de
antifingicos, determinaron que E-test es un métqdo utit como opcion alternativa
para probar la sensibilidad antifingica de levaduras patogenas. La principal
desventaja de esta prueba es que en ocasiones se presenta dificultad para definir
el borde preciso de la zona de inhibicién, particularmente cuando se trata del
fluconazol. Para evitar el error en la lectura de los puntos de interseccion el

resultado siempre debe ser leido por la misma persona (11) (13) (14).
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Fig. 1 Tiras reactivas utilizadas en pruebas de sensibilidad antifingica por método

de difusién en agar E-test
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios las infecciones de vias urinarias causadas por hongos
han presentado gran relevancia, por el aumento significativo observado en
pacientes hospitalizados. Estas infecciones estan asociados a diferentes factores
de inmunosupresion, dentro de los cuales destacan diabetes mellitus, SIDA,
neoplasias, el uso de catéter urinario, la administracion prolongada de
antimicrobianos y de drogas inmunosupresoras._

La DM es una enfermedad metabdlica la cual favorece las VU, que
generalmente es de curso cronico y asintomatico. Los pacientes diabéticos
presentan un aumento en la colonizacién por hongos en vias urinarias,
principalmente Candida spp. De acuerdo con algunas publicaciones se ha
mostrado que el 25 % de los pacientes diabéticos cursaron con colonizacion de
vias urinarias por Candida spp. y la infeccidn de vias urinarias por estas levaduras
se presento en el 76% de los casos. No obstante en los avances en los estudios
epidemiolégicos, clinicos y de diagnéstico, aln la presencia de Candida spp. en la
orina es una interrogante, ya que se desconoce el papel que puede jugar y el
riesgo que presentan los pacientes diabéticos de diseminacién hematégena a
otros érganos.

Por otro lado, muchas levaduras causantes de VU son resistentes a los
tratamientos antifangicos; este hecho ha limitado el establecimiento de un
tratamiento oportuno y adecuado en los pacientes con DM.

En el Laboratorio de Micologia Médica de ia Facultad de Medicina, se han
llevado a cabo estudios en pacientes con factores de inmunosupresion como

SIDA, neoplasias y diabéticos. En este uitimo padecimiento se ha estudiado el
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riesgo que tienen de presentar infecciones por Candida spp. en la piel, uias,
vagina y como causa de septicemia y peritpnitis. También se han realizado
estudios de sensibilidad antifingica por los métodos de Fungitest, ATB fungus.
Recientemente a los aislamientos obtenidos de pacientes con peritonitis se les
determiné la sensibilidad antifungica por el método de E-test.

En México son pocos los estudios que se han realizado acerca de la
frecuencia de IVU en pacientes diabéticos. No hay trabajos de investigacion
relacionados con la VU causadas por levaduras y su patron de sensibilidad
antifingica. Por lo tanto, es importante realizar mas estudios para conocer el
impacto de la IVU en los pacientes con DM, determinar el agente causal y detectar
las cepas que presentan resistencia antifingica, para poder establecer un

tratamiento especifico en este tipo de pacientes.
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3. OBJETIVOS

Aislar e identificar Candida spp. a partir de la orina de pacientes con

diabetes mellitus compensados y descompensados.

Determinar la frecuencia de levaduras del género Candida spp. como

causa de infeccion en vias urinarias de pacientes diabéticos.

Correlacionar los aislamientos de Candida spp. con el tipo de

diabetes.

Evaluar sensibilidad antifingica de los aislamientos de las diferentes

especies de Candida.
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4. HIPOTESIS

De la orina de pacientes con DM se obtendra un numero significativamente
mayor de aisﬁliamiieﬁrtpsr: ‘de Candida spp. con respecto a la orina de

individuos sanos. -
En.la orina'de pacientes con DM descompensada se encontrara un mayor
nimero de -aislamientos de Candida spp. asociados a infeccion de vias

urinarias que en los pacientes con DM compensada.

~Candida albicans sera el principal agente causal de infeccién de vias urinarias en

‘pacientes diabéticos.

‘Candida glabrata sera altamente resistente a los diferentes azoles.
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5. MATERIAL Y METODO
5.1 Poblacion estudiada
Se estudiaron 48 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que acudieron a la
consulta externa de Endocrinologia del Hospital General Dr. Dario Fernandez
Fierro, ISSSTE de enero a diciembre del 2002. Los pacientes se dividieron en dos
grﬁpqs; de acuerdo con los parametros de glucosa en sangre y de Hb glucosilada,
estableCIdOS ’por el servicio de Endocrinologia y basado en los parametros de la

,A‘sd'c'i"ac,lgn Americana de Diabetes (cuadro 3):

cientes con diabetes mellitus descompensada.

- 1 {:iéntes con diabetes mellitus compensada.
rlse*ev"studiaron 20 individuos sanos como grupo testigo, sin ningan factor de

oportunismo ni manifestaciones de infeccion en vias urinarias.

5.2 Criterios de exclusion:
1) Pacientes con catéter o sonda urinaria.
2) Pacientes en tratamiento con antimicrobianos de amplio espectro,
esteroides o cualquier droga inmunosupresora.
3) Pacientes con manifestaciones clinicas 6 alteraciones de laboratorio de
insuficiencia renal.

4) Pacientes que presentaban cualquier otra enfermedad inmunosupresora.
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5.3 Espécimen biolégico
De todos los pacientes se obtuvo en un frasco de boca ancha estéril la
primera orina de la mafana por miccién espontanea de la porcién media del

chorro.

5.4 Procesamiento de muestras

De cada uno de los pacientes incluidos en el estudio se les interrogo para
obtener los siguientes datos: edad, sexo, tiempo de evolucion de DM,
antecedentes de IVU, uso de antibidticos de amplio espectro y antifangicos. Se
solicitaron examenes de laboratorio: Biometria hematica (BH), quimica sanguinea
(Q.S) y examen general de orina (EGO), urocultivo y hemoglobina glucosilada
(HbAic).

La muestra obtenida de los pacientes se transportd al laboratorio de
Micologia Médica de la Facultad de Medicina, UNAM y se proceso de la siguiente
manera.

En condiciones de esterilidad se depositaron 3 ml de orina en tubos de
ensaye de 7x1 cm y se centrifugaron durante 15 minutos. El sobrenadante se
decant6 y con el sedimento se realizdé: un examen microscopico directo y un frotis
con tincion Gram.

Se cultivaron 200ul del sedimento en agar dextrosa Sabouraud (SS)
(Apéndice) y 200ul en agar dextrosa Sabouraud con cicloheximida y cloramfenicol
(SA) (Apéndice) y 200ul en CHROMagar Candida® (Apéndice). Las placas ya

inoculadas se incubaron a 28°C y 37°C durante 48 horas.
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los parametros descritos en la literatura:

: 'pr‘o'duv‘ccl’on,de‘plgrhento.
Morfologia microscopica: Forma de las levaduras, tamafo, formacion de

pseudohifas.

5.5 Pruebas de identificaciéon para Candida
5.5.1. Formacion de tubo germinativo

Con wuna asa bacteriologica estérii se tocd ligeramente una colonia
levaduriforme crecida en SS durante 48 horas a 30°C, el in6culo se suspendio en
tubos que contenian 0.5 ml de suero, los se incubaron a 37°C durante 2 horas. Se
colocd una gota de! suero que contenia las levaduras, entre un porta y cubre
objetos, y se examind con el microscopio de luz, usando el objetivo 10X y 40X

para confirmar la presencia de la formacién de un tubo germinativo.

5.5.2. Produccion de clamidoconidios
En condiciones de esterilidad se tomdé una colonia de 48 horas de
crecimiento a 30°C y se sembré por la técnica de Dalmau en agar harina de maiz

(AHM) (Apéndice), se incubd a 28°C durante 48 horas. La lectura se realizo
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directamente de las colonias crecidas bajo el cubreobjetos en el microscopio a

10X y 40X en busca de la formacion de clamidoconidios.

5.5.3. Morfologia macroscépica y microscopica én agar Staib

Con un palillo estéril se tomd una colonia de 48 horas de crecimiento en SS
a 30°C y se sembro sobre la superficie del agar Staib (Apéndice) por la técnica
de punteo. Se incubé a 30 °C durante 48 horas. Posteriormente se estudio la
fnorfologia' ‘macroscépica de la colonia, tomando en cuenta los siguientes
péréﬁetroé: aspecto y la formacidn de una zona filamentosa alrededor de la
k"c‘c‘)lyonia.‘ El estudio microscopico se realizd por examen directo de la zona
'ﬁiamentosa, tefiido con azul de algodon y se buscd la formacidon de
bclamidoconidios dispuestos en racimos de tres o mas para la identificacion de C.

dubliniensis y de uno o dos para C. albicans (67) (68).

5.5.4. Prueba de opacidad

Con un asa bacterioldégica estéril se tomdé una pequeiia porcién de la
colonia crecida en SS a 30°C durante 48 horas y se suspendié en un tubo que
contenia 2 ml de solucion salina estéril al 0.85%, para obtener una concentracion
de 1x10° colonias / ml; se introdujo un hisopo a la solucién y se sembré
presionando en circulos de 1cm de diametro sobre el agar Tween 80 (Apéndice),
el agar ya inoculado con la cepa problema se incubd a 30°C durante 10 dias y se
revis6 cada 24 horas. La prueba fue positiva al observar un precipitado que se

forma alrededor de la colonia por la accion lipolitica de C. albicans (61).
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5.5.5. CHROMagar Candida®

En condiciones de esterilidad se tomd una colonia de 48 horas de
crecimiento y con un palillo previamente esterilizado se sembré por punteo en
CHROMagar Candida® (Apéndice) las placas se incubaron a 37°C durante 48
horas. Se valoré el coloracion de las colonias crecidas. Los resultados se
' -compararon con los parametros establecidos por Odds en 1994 para auxiliarnos

en la identificacion de la especie de levadura (19) (50).

5.5.6. Crecimiento a 45° C en agar papa dextrosa (APD) y agar dextrosa
peptona extracto de levadura (ADPEL)

Con un asa bacteriolégica estéril se tomd una porcion de la colonia
sugestiva de C. albicans y C. dubliniensis crecida en SS a 30° C y se suspendio
en un tubo que contenia solucion salina estéril al 0.85%, hasta tener una
concentracion de 10° UFC / ml. De la suspension se tomé 1ul y se coloco en la
superficie de la caja de petri con APD y ADPEL (Apéndice) y se extendié sobre la
superficie del agar por la técnica de estria cerrada. Los medios de cultivo ya
inoculados se incubaron a 45° C durante 48 horas. Se realizé el conteo de las
colonias crecidas de cada cepa problema. Esta prueba fue realizada por triplicado

para obtener una mayor confiabilidad de los resultados.
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5.5.7. Prueba de asimilacion de carbohidratos
Sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical Card (Vitek YCB®)

De un aislamiento de 18 a 48 horas de crecimiento, se tomé una asada de
la colonia y se depositd en un tubo con solucién salina estéril al 0.85%; se hizo
una suspension equivalente de 1 x 10° UFC / ml. En una placa de Vitek® se
colocé un tubo de transferencia, para llenar los pozos de la YBC con la
suspension. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La interpretacion
de los resultados de la asimilacion de carbohidratos se determind mediante el
lector de placas, en porcentaje de similitud para la identificacion final de las
especies (Fig 5).

5.5.8 Produccion de ascosporas en Medio V8

En condiciones de esterilidad se tom6 una colonia de Yarrowia lipolytica de
48 h de crecimiento en SS previamente identificada por el método Vitek y se
sembré en medio V8 (Apéndice) por la técnica de estria cerrada, se incubé en
obscuridad a 28 °C durante un periodo de 15 a 30 dias. Las placas incubadas se
revisaron cada 5 dias a partir del dia 15 para la ‘bisqueda de la formacion de

ascas con ascosporas mediante la tincion de verde de malaquita (Apéndice).

5.5.9 Prueba de sensibilidad antifungica: E-test
En condiciones de esterilidad, de cada uno de los aislamientos se tomd una
colonia de 48 horas de crecimiento en SS. Se hizo una suspension de 1x10° UFC /

ml. De la suspension obtenida se tomaron 200ul y se depositaron en cajas de petri
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de 150.‘vmr.n‘f‘<b:iime ‘dia'rﬁetro que contenian 25 mi de medio RPMI® 1640 (Apéndice).
“Con u_n_hié_bpo se‘s'k:ek’rhbré en la superficie del agar por la técnica de estria cerrada
k y se dejo secar durante 15 min. Posteriormente se colocaron las tiras de plastico
impreg’nadas con el antifungico (ketoconazol, itraconazol y fluconazol) sobre el
agar e inmediatamente se liber6 el agente antifungico dentro de la matriz del agar.
Las cajas se incubaron a 35°C durante 48 horas. Finalmente la lectura de la
concentracién minima inhibitoria (CMI) se determind de la siguiente manera: es la
linea limite que intercepta el valor de la concentracion mas baja de la tira
antifungica con el borde bajo de la zona eliptica inhibitoria.

El seguimiento metodologico se muestra en el diagrama de flujo (Fig. 2)

CEPAS TESTIGO

Se utilizaron dos cepas testigo para control de calidad C. parapsilosis ATCC
22079y C. krusei ATCC 6258.
La prueba fue realizada por duplicado para evitar menor rango de error en la

lectura.

PRUEBA ESTADISTICA

La prueba estadistica empleada fue Xi? de proporciones la cual se obtuvo
por medio de un método computarizado EPIl-info version 6.4 que compara los
porcentajes de lo datos observados contra los esperados, para obtener el valor de

significancia (p>1).
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Fig. 2 Diagrama de flujo
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6. RESULTADOS

De los 48 pacientes con DM estudiados, 14 correspondieron a individuos
del sexo masculino y 34 al sexo femenino. La edad fluctud entre 22 y 74 afios
con un promedio de 51 anos.

En la grafica 1 se muestra el niimero de aislamientos de las 48 muestras
procesadas, donde solo se obtuvieron 23 aislamientos, de los cuales 18
correspondieron al grupo de pacientes con DM descompensada. De los 20
individuos sanos estudiados en ninguna de las muestras de orina procesadas

se obtuvieron aislamientos de Candida.

B DM comp
B DM descomp

Grafica 1. Numero de aislamientos de Candida spp. en pacientes
diabéticos

En la mayoria de los aislamientos hubo una correlacién de informacion
entre el estudio microscépico directo, frotis con Gram (levaduras incontables y/o
filamentos) (Fig 3a) y cultivo positivo (Fig 3b). De acuerdo con los parametros

establecidos los aislamientos se clasificaron como contaminacion, colonizacion e
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IVU causada por Candida spp. (Cuadro 5) en la cual se encontré que 13 (27%) de
23 aislamientos (P= 0.057) fueron causantes de IVU en los pacientes con DM
descompensada.

Por ofro lado, el crecimiento colonial de levaduras observadas en
CHROMagar Candida® permitié determinar mezclas de especies de Candida en
cinco de 23 aislamientos (Fig. 3c). Asi mismo fue evidente que cuatro de cinco
mezclas observadas se aislaron de pacientes con DM descompensada (cuadro 6).

En la grafica 2 se muestra el porcentaje de los aislamientos levaduriformes
del género Candida. De los 23 aislamientos hubo un predominio de las especies
diferentes a C. albicans. C. glabrata fue la especie que se aislé6 mas

frecuentemente (48%) seguida de Candida albicans (35%).

O C.glabrata
& C. abicans
& C. dubliniensis

W C. parapsifo sis
DC. X

Gréfica 2. Porcentaje de aislamientos de Candida spp. de la orina de pacientes
diabéticos

TI7EIS CON
FAliA CE ORIGEN |
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Fig 3a. Frotis de orina tefiido con Gram en donde se observa un nimero
incontable de levaduras (100x).

Fig 3b. Cultivo del primer aislamiento positivo para infeccion por Candida
spp. (> 10* UFC / mi)

Fig 3c. Mezcla de especies de Candida en el primer aislamiento en CHROMagar
Candida®. C. albicans colonias verde claro y C. glabrata colonias purpura.
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Cuadro 5. Correlacion entre el tipo de DM y los aislamientos de levaduras.

Pac. DM Contaminacion | Colonizacion Infeccidn Total de
- (< 10® UFC/ml) (10° a 10* | (>10* UFC/ml) | aislamientos
UFC/ml)
48 4 6 13 23
Compensados
21 2 1 2 5
Descompensados
27 2 5 11 18

Cuadro 6. Mezclas obtenidas en los aislamientos levaduriformes

No. de aislamientos Contaminacion Colonizacién Infeccion
23 4 6 - 13
Compensados Mezclas | Unicas Mezclas | Unicas | Mezclas| : Unicas
0 2 o [ 1. |1 ] o
Descompensados 0 2 1 3 3 5

En el cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos de la identificacion de
~cada una de las especies de Candida y las pruebas diferenciales entre C. albicans
y C. dubliniensis. De los 23 aislamientos solo las especies de C. albicans y C.
dubliniensis crecieron en SA, presentaron formacion de tubo germinativo en suero
humano (Fig 4a) y produccién de clamidoconidios en AHM (Fig 4b). En los dos
aislamientos de C. dubliniensis se observaron colonias de color verde obscuro en
CHROMagar Candida®, (Fig 6a) y la morfologia macroscopica en agar Staib
mostro colonias rodeadas por una zona filamentosa (Fig 7a) y microscopicamente

se observo la produccion de clamidoconidios en racimo (Fig 7b); asi también no
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claro en Candida®

CHROMagar (Fig 6b), y
C S 6bservaron clamidoconidios Unicos en agar Staib (Fig 7c) y
| abundante rec:mlentoka 45 °C en APD y ADPEL (Fig 9b).

y o’espemes de Candida identificadas solo tres de ellas (C.
‘alblcans C. /':lébrata y C. lipolytica) fueron causantes de VU en los pacientes
dlabetlcos Por otra parte fue evidente el predominio de los aislamientos de

Cand(da 11/13 en los pacientes con DM descompensada (Cuadro 8).

"'—:'Las especies que se identificaron en las mezclas de levaduras fueron C.
alb)‘cans - C. glabrata (Fig 3c) en tres casos de pacientes DM descompensados y

C. albicans - C. lipolytica de un paciente con DM compensada.
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Cuadro 7. Pruebas de identificacion y diferenciales de las diferentes
especies aisladas en los pacientes diabéticos

Especie S8 SA | Fil. en Produccién de CHROMagar Agar Staib Agar
suero | clamidoconidios Candida® Tween
en AHM 80 (*)
C. albicans + + + + Verde claro Colonias con _ |.
(8) = zona filamentosa |, -
con/sin ..
clamidoconidio
C. glabrata Colonias rosa | .«
(11) =~ = pdrpura -
C. Colonias rosa |-
parapsilosis o palido
Co Gl ‘| +- Colonias _ 2| --;Colonias con =
dubliniensis ‘| verde oscuro | zona filamentosa ’
Lokl oy racimos de

@ |

=t clamidoconidios

- C. lipolytica
=~ (1)

+

Coionias
purpura

+ Crecimiento colonial

- Ausencia de crecimiento colonial
(*) + Precipitado alrededor de la colonia

- Ausencia de precipitado alrededor de la colonia
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Fig 4a. Formacién de tubo germinativo en suero humano

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig 5. Placa de Vitek YCB utilizada para la prueba de asimilacion de
carbohidratos
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Fig 6a. Coloracion en CHROMagar Candida® verde claro caracteristicas de C.
albicans.

Fig 6b. Cultivo en CHROMagar Candida® de C. dubliniensis, colonias verde
obscuro.
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Fig 7a. Morfologia microscépica de las colonias de C. dubliniensis
(izquierda) y Candida albicans (derecha) en agar Staib.

Fig 7b. Examen microscépico directo de la zona filamentosa con azul de algodén
(100X). Observacion de clamidoconidios en racimo de C. dubliniensis.

Fig 7c. Examen microscopico directo tefido con azul de algodén (40X) de las
colonias de C. albicans. Observacién de clamidoconidios en pares.
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Fig 9a. Escaso crecimiento de C. dubliniensis a 45 °C en ADPEL.

—/

Fig 9b. Abundantes colonias de C. albicans crecidas a 45 °C en ADPEL.
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Tabla 8. Especies de Candida aisladas relacionadas con IVU en pacientes
con D.M.

Especie Pacientes compensados | Pacientes descompensados
Candida albicans 1 5
C. glabrata . - 6
Yarrowia lipolytica . | .. . - 1 -

En eI cuadr09 se muestran los valores de la CMI determinada por el
método E-Test dé las tres drogas antifingicas p>robadas, en los 23 aislamientos de
Candldasppse presentaron 4 diferentes patrones de lectura (Fig 10a, b, ¢, d). La
~ lecturade E-Test de 22 de los 23 aislamientos estuvieron en el rango de
selk’js‘.\“i“lz_)iylidad a ketoconazol (CMI= 0.006 - 0.064ug / ml); para itraconazol siete
o bresenfaron resistencia (CMIl= >32 ug / ml) y a fluconazol solo en dos de los

aislamientos (CMI= >64-256 ug / ml). Solamente un aislamiento de C. glabrata

- - mostro resistencia a las tres drogas azélicas (Fig 11).
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(®)

(d)

Fig 10. Patrones de lecturas E-Test

a) Forma y punto adecuado de lectura

b) Crecimiento homogéneo. Levaduras resistentes

c) Microcolonias dentro de toda la zona de inhibicion.

d) Doble halo, por el crecimiento de microcolonias de la zona de inhibicién
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Fig 11. Cepa de Candida glabrata resistente a las tres drogas azdélicas probadas

TESIS CON
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Cuadro 9. Concentracion minima inhibitoria de los aislamientos de Candida
obtenidos de la orina de pacientes diabéticos.

CLAVE KETOCONAZOL ITRACONAZOL FLUCONAZOL
CMI (ng/ml) CMI (ug/ml) CMI (ug/ml)
C.g 1DM 0.19 1.0 6
C.g 2DM; .094 .047 .75
C.a 2DM; .006 .012 .50
C.d 4DM .012 .016
C.g 5DM .012 1.5
C.a 14DM;, .004 1.5
C.g 14DM, .012
C.a 19DM, .004
C.| 19DM, .125
C.a21DM .012
C.a 22DM .006
C.g 24DM .25
C.a 26DM; .012
C.g 26DM> >32
C.a 27DM, .006
C.p 27DM; .094
C.d 30DM .003 -
C.g 32DM 032
C.a 35DM 003
1C.g 36DM 1.0 5B
|C.g 38DM 047 v
C.g 39DM 032
C.g 42DM 128 B
C.p ATCC | .-
22079 0| e
C.kATCC |..
6258

L
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7. DISCUSION

En las dos dultimas décadas se ha reportado un incremento en las
infecciones causadas por levaduras, principalmente por Candida spp., este
hallazgo esta asociado al incremento en lo factores de oportunismo y a la mayor
sobrevida de los pacientes que presentan estos factores (22).

La DM es una enfermedad frecuente de Ia poblacidn mexicana. Los
pacientes diabéticos presentan un mayor riesgo de desarrollar infecciones,
principalmente de vias urinarias relacionadas hasta en el 70% con la aplicacion de
catéteres urinarios (2) (4) (18) (36). En el presente estudio a pesar de que se
excluyeron los pacientes con este factor de riesgo se obtuvo un porcentaje
significativo de aislamientos de levaduras (27%) asociados a infecciéon de vias
urinarias.

Todos los pacientes incluidos en este estudio recibieron tratamiento con
hipoglucemiantes por via bucal y se encontré6 una asociacién importante entre DM
e VU a diferencia de la que reporta Beylot MD y cols (7) donde demostrd que la
infeccion de vias urinarias predominaba principalmente en pacientes diabéticos
tratados con insulina.

Es importante tomar en cuenta que los hongos frecuentemente son causa
de VU, principalmente C. albicans, sin olvidar que esta levadura es parte de la
biota normal del humano y su aislamiento cualitativo en los cultivos urinarios no
necesariamente son evidencia de infeccion, no asi los cuantitativos que puede ser
interpretados como contaminacion (< 10° UFC /ml) o colonizacién (10° a 10* UFC /

ml), dependiendo del nimero de UFC / mil.
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Qe‘;‘a'vcﬁerdro'qgn[los‘j fépbnes De Oliveira RDR y cols (12) y Chabasse D,

(71(7))7 |nfeccu devias urinarias es considerada cuando se obtuvieron cultivos de
orin!a‘fcoﬁiuyrr"\“fm'lmero mayor de 10* UFC/mI; también se han descrito la presencia
; dé ABUﬁdénfés levaduras, seudohifas o hifas en un frotis tefiido con Gram (26);
E _esr,rtbrs' son los parametros que deben ser utilizados para determinar IVU en los
pécienfes diabéticos (87) (88). Kauffman y cols (32) reportaron que el 25% de los
diabéticos presentaron colonizacidn urinaria por Candida spp. Febré y cols (16)
encontraron que el 75% de los aislamientos de orina de los pacientes estudiados

'restuweron rela' ados con IVU. En el presente trabajo el 14.6% de los

alslamlentos de Cand/da correspondieron a colomzacmn de vias urinarias mientras

' quéf:' U La mayoria de los aislamientos causantes de infeccion

o provnenen e | los pacientes que cursaban con DM descompensada (11
alslamlentos) y solo dos aislamientos (mezcla de colonias) de un mismo paciente
i Vc’on DM compensada. Posiblemente la diferencia en los resultados obtenidos en
este estudio y los reportados por otros autores radica en al diferencia en los
factores de inmunosupresion adicionales a la DM como el uso de sonda o catéter
urinario y tratamientos inmunosupresores.

De las especies de Candida obtenidas en este trabajo, C. glabrata (48%) y
C. albicans (35%) fueron las mas frecuentes aunque otras especies como C.
dubliniensis (9%), C. parasilosis (4%) y C. lipolitica (4%) se aislaron en menor
proporcion. Los hallazgos obtenidos en el presente estudio confirmaron el
aumento en el numero de las especies diferentes a C. albicans como ya ha sido

descrito en la literatura (18) (24) (31). De los trabajos antes mencionados C.

tropicalis fue la especie que se aislé con mayor frecuencia; por el contrario en este
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estqéio V:nb :‘s;vé:quont@:czﬁ‘,{ poéiblemente este relacionado con uno de los factores de
riesg"d qdé no '.se ihcluyeron en los pacientes estudiados que fue el uso de sonda o
catétcrerrr Qrinario.

En la literatura internacional se ha descrito a C. albicans como principal
agente patdégeno causante de infeccién de vias ufinarias no asociada al uso de
catéter (19). Sin embargo en este estudio se aislé con la misma frecuencia a C.
albicans y C. glabrata; probablemente porque la mayoria de los pacientes
estudiados correspondieron a individuos del sexo femenino. En las mujeres este
tipo de infecciones son mas comunes debido a la anatomia del sistema
genitourinario ya que C. glabrata se encuentra como comensal en la vagina y por
arrastre puede llegar a colonizar la uretra y posteriormente causar IVU.

Yarrowia lipolytica solo fue obtenida en un aislamiento identificada por el
método Vitek (Fig 5). Esta especie es la fase sexual de C. lipolytica, la cual ya ha
sido descrita como causa de fungemia en dos casos (27) (83). Se realizaron
pruebas para la obtencion de ascas con ascosporas para verificar que realmente
se trataba de la fase sexual, y solo se encontraron levaduras alargadas con
pseudomicelio lo cual indico que se trataba de la fase asexual.

Las pruebas utilizadas (crecimiento de SA, produccion de clamidoconidios
en AHM, formacién de tubo germinativo y asimilacion de carbohidratos), no fueron
suficientes para la identificacion de C. dubliniensis especie fenotipicamente
semejante a C. albicans, descrita en 1995 por Sullivan y cols (71). Por lo tanto
Staib P y cols (68) propusieron el uso de agar Staib para diferenciar las dos
especies; Pinjon E y cols. (56) reportaron el crecimiento a 45 °C en APD y ADPEL

que es otra prueba simple y accesible para cualquier laboratorio para la
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diferenciacién entreC alblcansyC dubliniensis. Finaimente el estudio fenotipico

en CHROMagar ) descrito por Odds (50) y Pfaller (54) que ademas de

ser orientador ificar a C. dubliniensis fue de gran ayuda para evidenciar

mezclas coloniales de levaduras. En este estudio se identificaron dos aislamientos

o) 'nrvl.rlrrnero de 10° y 10* UFC / ml, lo que indico colonizacion

~de vuasun arias y"'er; un momento dado debido a el factor de inmunosupresion
Vés;t‘é espeCIe pUede ser potencialmente patégena.
‘ ""v»"Por otro lado Slifkin M en el 2000 (61) describid la prueba de opacidad en
agér Tween 80 para la diferenciaciéon entre las dos especies. Los resultados
(obten}idos en el presente estudio demostraron que esta prueba no es confiable, ya
que \’da’ falsos negativos y no se correlacion6é con los resultados descritos en la
Iiteratkura.

La presencia cada vez mas frecuente de especies resistentes al tratamiento
antifungico, hace necesaria la realizacion rutinaria de pruebas de sensibilidad a
todo aislamientos obtenidos de orina en los pacientes diabéticos, ya que pueden
pasar de contaminantes o colonizantes a ser causa de infeccion (63).

En la actualidad, muchos de los hongos emergentes originan problemas de
resistencia a los antifungicos clasicos mientras que simultaneamente aparecen
aislamientos clinicos resistentes pertenecientes a especies que eran sensibles,
como en el caso de C. albicans frente al fluconazol (9) (38) y resistencia intrinseca
al itraconazol en C. glabrata y C. krusei (76) (77). Con el advenimiento de una
metodologia estandarizada y las pruebas alternativas comercializadas, cada vez

son mas numerosas las publicaciones sobre sensibilidad a los antifungicos, lo que
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bérfﬁite conocer mejor la situacién actual de las resistencias a los farmacos, tanto
_de :I;s levaduras como de los hongos filamentosos, por lo cual es importante la
:crzrorrecta identificacion de estos organismos. Una de las ventajas practicas que
“aportan los sistemas comercializados de estudio de sensibilidad a los antifungicos,
es la facilidad con la que pueden introducirse como pruebas de rutina diaria en el
laboratorio. De los métodos comercializados, en el presente trabajé se valoro la
sensibilidad antifungica por el método E-test (1) es una prueba de difusién en agar
que ha sido considerado por algunos investigadores como un método que promete
dar resultados consistentes y con una elevada concordancia hasta en el 90% de
los casos (11) (14). E-test proporciona datos cuantitativos de CMI, y constituye un
método novedoso y original de eficacia demostrada en bacteriologia (59). La
incorporacién de cepas de referencia asegura un adecuado control de calidad y
deben ser incluidas siempre que se efectlen este tipo de estudios para validar los
resultados. En este trabajo se encontraron los cuatro patrones de lectura descritos
por otros autores (8) (11). Sin embargo el patron mas comun fue el de “trailing
zone” ya que ha sido observado en especial cuando se prueban compuestos
azolicos.

En un estudio de sensibilidad antifungica, por el método E-test realizado por
Candido y cols. en 1999 (8) encontraron que de los 24 aislamientos de C. albicans
estudiados el 21% presenté resistencia a ketoconazol, el 54% resistentes a
itraconazol y 100% sensibles a fluconazol. Datos muy similares a los encontrados
por Colombo y cols (11) a diferencia de estos datos, en el presente estudio solo un

aislamiento de C. glabrata present6 resistencia a ketoconazol el resto de las
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lecturas dé CMI estdvfér;v)rjk dentro del rango de sensibilidad; el 30.4% presentaron
resistencia a itraconazol y sélo el 8.6% a fluconazol.

La infeccién de vias urinarias causada por levaduras en pacientes con DM
es un padecimiento que va en aumento aunque el significado es incierto, y
generalmente subestimada por los médicos por ser considerada Gnicamente como
contaminacién, en algunos pacientes el resultado del urocultivo tiene un
significado patolégico claro, siendo una sefnal de alarma o sintoma inicial de una
enfermedad subyacente que debe ser estudiada y tratada, para evitar la
diseminacion de la levadura a otros 6rganos. Por lo tanto los estudios de
sensibilidad antifungica in vitro deben ser de utilidad para orientar al médico clinico
en el establecimiento del tratamiento y para valorar la resistencia de las cepas a
los diferentes antifungicos. Por lo que en estudios posteriores es importantes
correlacionar la sensibilidad in vitro con el tratamiento antifungico establecido por

el médico al paciente diabético con IVU.
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8. CONCLUSIONES

®,
L

De un total de 48 muestras procesadas se obtuvieron 23 aislamientos de

levaduras (47 9%)

~Trec (27 %V) aislamientos de Candida spp: se consideraron asociados a

- infeccion de vias urinarias, seis de los cuales correspondieron a C. glabrata

y vsjeyis.‘a' C. albicans.

‘Cinco de los seis aislamientos de C. glabrata estuvieron asociados a

infeccion de vias urinarias en pacientes con DM descompensada.
Cinco de los 11 aislamientos de C. glabrata presentaron resistencia a
itraconazol y se obtuvieron de pacientes DM descompensada, solamente

uno de estos aislamientos presento resistencia a los tres azoles probados.
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10. APENDICE A

Agar Dextrosa Sabouraud (BD Bioxon®)

Agar 15.0g
Dextrosa 40.0¢g
Peptona de Carne 56.0¢g
Peptona de Caseina 50g

PH final 5.6 £ 0.2
Suspender 65 g del polvo en un litro de agua purificada. Mezclar perfectamente,
calentar con agitacion frecuente y llevar a ebullicion durante .un minuto hasta

disolucién. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. ‘

Agar para la seleccién de hongos (agar micobiético, AD Bioxon®)

Férmula para 1000 m!l de agua destilada

Peptona de soya 100g
Dextrosa 10.0g
Agar 16.5g
Cicloheximida 040g
Cloranfenicol 0.05¢g

Disolver 36 g de polvo en un litro de agua destilada. Mezclar bien. Cuando la
suspension sea uniforme, dejar en reposo de 10 a 15 minutos. Calentar agitando

frecuentemente y llevar a ebullicion. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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Agar Harina de Maiz para la produccion de clamidoconidios
Corn Meal Agar (BBL®)

Férmula para 1000 ml de agua destilada

Infusion de harina de Maiz, a partir de sdlidos 20g
Tween 80 10 mi
Agar - 15.0g

' Suspender 17 gramos del polvo en un litro de agua purificada. Agregar Tween 80
al 1%. Mezclar bien. Calentar agitando frecuentemente y llevar a ebullicion durante
1 minuto hasta disolver completamente el polvo.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Medio Staib para.

Formula para 1000 ml de agua destilada

Guizotia abyssinica 50g -
Dextrosa 1g
KHz PO4 19
Creatinina 19
Agar 15¢g

Pulverizar la semilla y ebullir durante 25 a 30 minutos. Filtrar agregar el resto de
los componentes de la formula vy llevar a ebullicion por un minuto; esterilizar a

121°C por 15 minutos.
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Agar Tween 80
Tween 80
Bactopeptona
NaCl

CaCi2

Agar bacteriolégico

Agua destilada

5mi
109’
Sg
0.1g
15g

1000 ml

Mezclar todos los componentes excepto el Tween 80. Se deja ebullir durante 1

minuto. Posteriormente se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos. Se deja enfriar y

se agrega el Tween 80 previamente esterilizado.

CHROMagar Candida ®
Agar

Peptona

Mezcla cromdégena
Cloranfenicol

Agua destilada

15 gr
10.2g
22 G
05g

1000 ml

Mezclar 47 g en un litro de agua y se esteriliza a 95°C durante 2 minutos.
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Agar ADPEL

Formula para preparar 1000 mi

Extracto de levadura ‘, 10¢g
Bacto-peptona 20g
Dextrosa 20 g
Agar 15¢g

Mezclar todos los componentes de la formula se deja ebullir durante 1 minuto y se

esteriliza a 121°C durante 15 minutos.

Agar Dextrosa Papa (Acumedia®)

Infusion Papa ( deshidratada) " 40g
Dextrosa 200g
Agar 15¢g

Suspender 39 g del polvo en un litro de agua destilada. Mezclar bien. Calentar
agitando frecuentemente y ebullir durante 1 minuto para disolver el polvo

completamente. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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Agar RPMI 1640® para sensibilidad antifungica.

Férmula para preparar 1000 ml

RPMI 46.19 g
Bacto-agar 189
Glucosa. 209
MOPS 3454 ¢

f'a) Di‘s;“olv‘er ei 'polv'o RPMFI en 250 ml de agua desionizada.

b) " Disﬂorlver el polvo del MOPS en 250 ml de agua desionizada.

¢) Mezclar (a) y (b) y esterilizar por filtracion. Con unidades filtro estériles de 0.2
itm de diametro del poro.

Disolver la glucosa y el bactoagar en 500 ml de agua desionizada. Esterilizar
durante 15 minutos a 121 °C, se deja enfriar a 50 °C.

Calentar ligeramente la mezcla (c) a 45°C.

Mezclar el agar con la mezcla (c) medir pH 7.

Medio para la produccion de ascosporas

Formula para preparar 1000 ml

Jugo v8 500 mi
Agar 20g
Extracto de maita 5¢g
Acetato de sodio (pH 6-5 a 7.0) 05¢g
Agua destilada 500 mi
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de a,“‘férmula excepto el jugo V8 que se esteriliza por

Disolvé»i’ I_c‘ié“;' o
ﬁltraCiéngf'Calentar,y esterilizaf a"'1721 °C durante 15 minutos. Dejar enfriar y mezclar

con el filtrado del jugo V8. ‘

Tinciéon de Gram

*Cristal violeta

a) Cristal violeta 20g _
Alcohol etilico 95% 20ml.

b) Oxalato de amonio 08g
Agua destilada 80 ml

Mezclar soluciones a y b, dejar reposaf 24 h y filtrar.

¢+ Lugol
Yodo 10g
Yoduro de potasio 20g
Agua destilada 300 ml

Triturar el yodo y el yoduro de potasio en un mortero, afiadir unos mililitros de
agua y triturara vigorosamente. Ir afiadiendo poco a poco el agua restante.

Conservar en un frasco ambar.
+ Alcohol acetona

Alcohol 95% 50 ml

Acetona 50 ml

72



+ Solucién madre de safranina
Safranina O . 25¢g

Alcohol 95% 100 ml

+Solucién de trabajo

Solucion madre 10 ml

Agua destilada 90 ml- o

Procedimiento

Preparar un frotis y fijarlo al calor
Cubrir con cristal violeta 1 minuto
Lavar con agua corriente.

Cubrir con lugol 1 minuto

Lavar con agua corriente
Decolorar con alcohol-acetona
Lavar con agua corriente

Cubrir con safranina 10 segundos

Lavar con agua corriente, escurrir y dejar secar

Coloracion con Azul de Algodon

A) Solucién de lactofenol:

Fenol liquido* 20 ml
Acido lactico 20 ml
Glicerol 40 mi
Agua destilada 20 mi
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* B)_Azul de anilina 0.05g

“Mezclar A y B filtrar. *Si el fenol se encuentra en cristales, fundirlo en bafio Maria;

tomar los 20 mi necesarios y agregar los reactivos restantes.

Tincion de ascosporas con Verde de Malaquita

En un examen directo con agua se pueden observar las ascas con sus cuatro

ascosporas dentro en la disposicién de tétradas, al realizar la tincion se puede

perder la vision de las cuatro esporas pero se gana la tincion de las paredes.

* Verde de Malaquita.
Verde de malaquita 7649
Agua destilada 100 mi

Disolver completamente, filtrar y guardar en un frasco ambar.

» Safranina
Safranina O 0.25¢g
Agua destilada 100 mi

Disolver completamente, filtrar y guardar en frasco ambar.
Procedimiento:
Hacer un frotis del cultivo

Fijar al calor (de preferencia con mechero de alcohol).

Cubrir con verde de malaquita y calentar hasta emisién de vapores por 2-4

minutos.
Lavar con agua corriente
Cubrir con safranina por 30 segundos

Dejar secar
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Observar almlc scopio
Ipterpliet'a:i;i‘éh;dye,fes"‘mtaqkq'rs::' e

Las ascosporas se tifien de color verde y el resto de las estructuras de color rojo.

75



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Planteamiento del Problema
	3. Objetivos
	4. Hipótesis
	5. Material y Método
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	10. Apéndices



