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1. ANTECEDENTES
1.1 Historia de las levaduras

Durante afios las levaduras han formado parte de la vida del hombre, desde la
fermentacién de diversas bebidas alcohdlicas, en la preparacién del pan, hasta
ser causantes de enfermedades. Se tiene evidencia de las primeras
descripciones de manifestaciones clinicas a partir de enfermedades causadas
por levaduras, realizadas por uno de los célebres médicos griegos de la
antigledad, Hipocrates (4 3 , el cual describid la presencia de
lesiones semejantes a aftas, también en 1300-200 A.C. Galeno las observo en
nifos debilitados. En el Siglo XVIIl, en Francia se le denomind “muguet’,
actualmente se conoce como candidosis oral o bucal, infeccion que afecta las

mucosas de a boca® '°.

Las primeras investigaciones sobre levaduras se realizaron a finales del
Siglo XVIII y principios del siglo XIX por Frenchman, AL Lavoisier (1789) al
estudiar la fermentacion alcohdlica, estimé la proporcion de los elementos para
la conversion del azucar en dioxido de carbono y alcohol, considerando como
elementos principales: azucar, agua y levadura seca. En 1803 LJ Thenard
postuld6 que el sedimento de la levadura producia todos los liquidos
fermentables. JJ Collin, concluyd que las levaduras se formaban durante la
fermentacién y en ausencia de oxigeno. En 1827 Desmaziéres examino
mediante el microscopio los organismos presentes en la cerveza y publicé los
dibujos nombrando a los microorganismos: Mycoderma cervisiae y los del vino

Mycoderma vini °

La palabra levadura literalmente significa “resultado de
elevar”, ya que proviene de la palabra en latin levare que significa elevar y el
sufijo ura resultado.

En 1836 Cagniard-Latour, describié la morfologia de las levaduras, cuya
dimension fue de 7 ym de didmetro, semejante a “glébulos sin movilidad”, y las
cicatrices de los brotes que correspondian a las marcas ovales, por la
separacion de un glébulo de otro, a medida que crecen dejan una cicatriz o
“marca de ombligo”, donde las nuevas células provienen de la levadura “madre”

(1837). En 1950 estos hallazgos fueron redescubiertos por Barton en



Saccharomyces cerevisiae; finalmente Swchann describié el mismo fenémeno,
sefialando una ruptura de la membrana®.

En 1839 Swchann fue el primero en observar las ascosporas en las
levaduras y 18 afos mas tarde Miles Berkeley las ubicé en Ascomycetes; y es
Max Reess quien designa a Saccharomyces como un ascomiceto®.

Entre 1839 y 1844 Fredrick Berg, David Gruby y John Bennet
encontraron que los hongos eran los causantes de la infeccion bucal en recién
nacidos; Berg en 1841 observo que la causa de candidosis bucal era producida
por las hifas, las cuales se extendian entre las células epiteliales'. En 1853
Charles Robin aislé a Candida albicans la cual nombré Oidium albicans, a partir
de un caso de candidosis bucal (Fig.1). En 1870 Max Reess publico sus dibujos

donde se observan pseudohifas de Candida vini'®.

Figura 1. Primeras ilustraciones de Oidium albicans en células epiteliales

descritas por Charles Robin'.

En 1864, Burchardt publicé sus observaciones microscopicas, del
especimen obtenido de pacientes con candidosis bucal; estudié el crecimiento
del hongo sobre las células epiteliales, cuya evidencia fue la formacion de hifas
ramificadas con septos, las cuales crecian a partir de los brotes de la célula

madre, otras células solo se alargaban sin desprenderse formando la estructura
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denominada pseudohifa. En 1869 J. Parrot, describié diversas infecciones por
Candida oidium: orofaringea, esofagica, gastrica, intestinal, traqueal y
pulmonar. En 1877 P. Grawitz cultivd los hongos a partir de muestras bilogicas
obtenidas de pacientes con candidosis, encontrando cambios morfolégicos en
las levaduras, como la formacién de hifas en un medio &cido. Tanto Burchardt
como Reess detectaron el dimorfismo de C. albicans, por la capacidad de
formacion de hifas invadiendo las células epiteliales del hospedero® ™.

Otros autores mediante dibujos describieron las estructuras formadas
por Candida, entre ellos esta Grawitz en 1877, Hugo Plaut y Robert Koch en
1881 quienes mostraron estructuras redondas, desarrolladas a partir de las
hifas, al germinar dieron origen a nuevas hifas. Roux y Linossier en 1890, y
Paul Vuillemin en 1899, describieron estructuras de doble pared, gruesas,
parecidas a una “espora”, a las cuales denominaron clamidosporas, término

conocido actualmente como clamidoconidios (Fig.2)%.

Figura 2. Dibujo de dos clamidoconidios, de Candida (Oidium)
albicans, publicado por Roux y Linossier en 1890 (Tomada de
Barnett, JA, 2004)%.

En 1880 Hansen desarrollé técnicas para obtener cultivos monocelulares
de levaduras, contribucion importante para el desarrollo en la clasificacion
taxondmica®.

Otra de las descripciones interesantes es la modificacion en los nombres
binomiales que recibié el género Candida. En 1890 Wilhelm Zopf cambi6 el
nombre de Oidium albicans a Monilia albicans, nombre utilizado durante 33
afios'®. Tres afios después Lindner reportd que las levaduras ademas de
reproducirse mediante brotes también lo hacen por fisidon. Finalmente en 1894
las ascas fueron reconocidas como parte del ciclo teleomorfo de las levaduras®.

En 1923 Christine Berkhout estudié el género Candida, a partir de
entonces se menciona el nombre sistematico para Candida albicans. En 1937
D. Martin y cols realizaron estudios para diferenciar las especies de Candida,
consideraron el crecimiento en agar dextrosa Sabouraud, agar sangre, agar

harina de maiz, pruebas fisioldgicas y serolégicas; R. Benham en 1930 clasific
7



a las especies y las pruebas de patogenicidad en conejos. En 1939, por un
acuerdo del Tercer Congreso Internacional de Microbiologia se adoptd el
nombre del género Candida y se realizd una reclasificacion, donde aparecen:
C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis'® ™.

En 1952 Jacomina Lodder y Nelly Kreger-Van Rij publicaron el primer
gran trabajo de taxonomia de todas las levaduras, hicieron referencia a la
identificacion de C.albicans de otras especies aisladas (C. parapsilosis,
C.qguilliermondii, C. krusei y C. tropicalis) por aspectos morfologicos de las
células levaduriformes, la presencia de hifas o pseudohifas y el uso de varios
substratos para pruebas bioquimicas de acuerdo con la propuesta por

Wickerham sobre medios quimicamente definidos'®.

1.2 Agentes etioldgicos
La microbiota estd conformada por diversos microorganismos comensales
localizados en diferentes zonas anatémicas del humano en estado sano,
habitan en la superficie externa como la piel y en la superficie interna de
orificios naturales, nariz, boca, tracto respiratorio y genitourinario. Estas areas
son principalmente colonizadas por bacterias Gram positivas (Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Bacillus spp, Micrococcus
spp.); bacterias Gram negativas (Escherichia coli) y diversas especies de
levaduras principalmente las del género Candida'® 811°.

Existen mas de 200 especies conocidas de Candida, alrededor de 19 se
han reportado como causantes de enfermedad, C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C.glabrata, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr, C.
lusitaniae, C. utilis, C. zeylanoides, C. famata, C. rugosa, C. lambica, C.

pelliculosa, C. haemuloni, C. norvegensis, C. inconspicua y C. boidinij '"4% 4%

50,70, 122

Las diversas especies de Candida son comensales en diferentes
regiones anatomicas del humano, en la cavidad bucal: C. albicans (75%), C.
tropicalis (8%) y C. krusei (6%); de tubo digestivo C. albicans (50%); en
mucosa vaginal C. albicans en el 2% a 68 %, C. tropicalis y C. parapsilosis en

el 75%; la mayoria de las especies se encuentra en la piel. & 1> 50107,



1.2.1 Clasificacién taxonémica

Los seres vivos se pueden clasificar con base en lo propuesto por Kendrick, B.
en 2002, el cual consideré las caracteristicas de los organismos como:
morfologia, inmunologia y estudios fisiolégicos, asi como las técnicas de
biologia molecular, los intentos de clasificacidon molecular hasta la fecha son
confusos, para tal fin emplean diversas técnicas para la construccion de

arboles filogenéticos®®.

Para los fines de este trabajo unicamente se describira la ubicacion

taxondmica de Candida, descrita por Merz WG y Hay RJ (Tabla 1)"®.

Tabla 1. Clasificacion Taxonémica de Candida

Reino Eumycota
Phylum Ascomycota
Clase Hemiascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Candidaceae’
Endomycetaceae?®
Saccharomycetaceae®
Género Candida

C. albicans '

C. parapsilosis’

C. glabrata’
Especie C. krusei®

C. tropicalis

C. guilliermondii

C. dubliniensis’

C. famata®

2

1.2.2 Morfologia

La macromorfologia del género Candida involucra las caracteristicas de las
colonias en los medios de cultivo de rutina, el mas utilizado es agar dextrosa
Sabouraud (ADS), generalmente el color va de blanco al amarillo, dependiendo
de la especie; la textura puede ser lisa, brillosa, cremosa, humeda o seca,
rugosa; de bordes bien definidos (Fig. 3). La micromorfologia del género
Candida comprende la forma (polimorfa) que pueden presentar cuatro tipos de

células: a) células ovales, redondas, cilindricas, cortas o largas; b) pseudohifas;



c) hifas y d) clamidoconidios; el tamafno de las levaduras es de 3-7 um
(Fig.4)'*"°,

Figura 3. Colonias de Candida spp. crecidas en ADS cremosas, blancas, de
superficie lisa, rugosa, convexa y plana.

Figura 4. Micromorfologia de Candida spp. Imagenes visualizadas con el
microscopio DIC (10 pym) y representacion esquematica (Tomada de Barnett
JA, 2004)®

Las levaduras del género Candida se reproducen de forma asexual,
mediante blastoconidios, el proceso se conoce como blastogénesis o
gemacion, se da por mitosis. Algunas especies pueden reproducirse
sexualmente mediante ascosporas por meiosis. En la tabla 2 se describen las

caracteristicas morfologicas de las especies estudiadas en este trabajo.
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Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de las especies de Candida spp.

Tamano
i i alu i
Especie de Tipos de células Colonias en ADS
levadura
(um)
Blastoconidios, Convexas, brillosas,
C. albi 24 4-6 hifas, pseudohifas, humedas suaves,
- albicans -oUm clamidoconidios color crema
Unicas terminales
Blastoconidios, Convexas, brillosas,
YT i@ hifas, pseudohifas, humedas suaves,
AL = clamidoconidios color crema
dobles o triples
Solo cumulos de Convexas, brillosas,
C. olabrata® 112 14 blastoconidios suaves, color crema
- glabraia MM Hvoides
Pseudohifas Convexas, lisas o
c gt i T alargadas y curvas rugosas,
- parapsiiosis e en la periferia concéntricas
Hm cremosas, color
blanco
Blastoconidios Convexas, lisas,
C. tropicalis 12 4_8 ovales, pseudohifas brillosas u opacas
- lropicalls —OHM 6 hifas rodeadas por un
halo filamentoso,
color crema
Blastoconidios
C. krusei '®1% 4-15 pm atiindricos, Planas rugosas
alargados en forma ’ ’
de “granos de Opacas, color crema
arroz’, pseudohifas
en arborizacion
Blastoconidios Convexas, brillosas,
c auill dii % 3.5 pequefios ovoides, suaves, color crema
- guitiiermonati -oHm pseudohifas cortas
C. famata ' 2-5um  Blastoconidios Convexas, brillosas,

ovales

suaves, color crema
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A.

Blastoconidios. La formacién de blastoconidios o gemacién inicia por mitosis,
con el establecimiento de un septo o tabique en la levadura, la nueva célula
(brote 0 yema) empieza a formarse a partir del ensanchamiento de la pared
celular de la célula “madre”, se replica el DN (fase S, el nucleo migra hacia la
formacion de la nueva gema (fase G) y se divide (fase M), ademas en esta
ultima fase se separa la célula hija de la célula madre, al emerger la nueva
célula deja una protuberancia o cicatriz en la célula madre (fase Gj),
iniciandose nuevamente el ciclo. (Fig. 5), también puede ser por biparticion, al
centro del blastoconidio, se forma un tabique transversal, se da la division y

separacion de ambos nucleos, generando dos blastoconidios'" ™1°,

La reproducciéon teleomorfa se da mediante fecundacion o fertilizacion,
involucra tres fases, en la plasmogamia dos blastoconidios se acercan y unen
Sus nucleos en las zonas apicales de acoplamiento, después se da la
cariogamia, los nucleos se fusionan y los cromosomas se acoplan, finalmente

se da la meiosis, separandose los cromosomas para formar las ascosporas'
18

Figura 5. Blastogénesis. Formacién de blastoconidios (Tomada de Berman, J,
2006)".

Pseudohifas. El ciclo inicia por la formacion de un septo en la célula
levaduriforme madre, a partir de ahi emerge la nueva célula levaduriforme
mediante mitosis, las nuevas células pasan mas tiempo en fase G,, originando
un alargamiento de los brotes, donde adquieren un tamafo similar a la célula
madre, las células no se separan completamente después del septo, es decir,
en las pseudohifas todas las células en el filamento siguen el ciclo con un

patrén unipolar de gemacion, el nuevo brote crece a partir del polo opuesto de

12



formacion de la cicatriz, resultando una estructura altamente ramificada, en
cadena’'"?.

Hifas. La formacién de hifa inicia antes de la transicion de la fase G+4/S,
empieza con el desarrollo del tubo germinativo a partir de la célula
levaduriforme, se forma el septo dentro del tubo germinativo, la ramificacién
ocurre antes del septo, se da el proceso de mitosis en el tubo, el nucleo migra
de la célula madre al tubo germinativo y se divide en el tubo, aumenta la masa
citoplasmatica alargandose la hifa de forma apical; la hifa y el tubo no

presentan constricciones (Fig. 6)'*'"°.

Figura 6. Formacién de pseudohifas y de hifas (Tomada de Sudbery, P) "

D. Clamidoconidios. El desarrollo inicia con la transicion de la célula
levaduriforme a célula filamentosa, esta condicibn es dependiente de la
temperatura (23 a 30 °C), estudios realizados por Martin y cols™ demuestran
que la produccion de clamidoconidios es independiente del desarrollo de las
hifas, posteriormente se forma el cuerpo suspensor sobre la hifa, crece hasta
alcanzar un diametro entre 10 y 12 ym. El clamidoconidio se desarrolla en el
apice del cuerpo, la division del nucleo se da en el cuerpo suspensor,
quedando un nucleo en la célula del cuerpo suspensor y el otro en el
clamidoconidio inmaduro; al madurar se forma un septo entre el clamidoconidio
y el cuerpo suspensor, finalmente madura presentando tres capas gruesas de
la pared celular, la capa externa compuesta principalmente de -1,3-D-glucano
y en menor proporcion por quitina, en cambio la pared interna esta compuesta

por proteinasas (Fig. 7)"% "1,
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Figura747. Modelo de la formacion del clamidoconidio (Tomada de Martin SW,
2005) .

1.2.3 Factores de virulencia
Las especies de Candida expresan una serie de factores que contribuyen en la
patogenicidad y conducen al establecimiento de la infeccion en el hospedero
inmunocomprometido, diversos trabajos indican que los factores de virulencia
(dimorfismo, expresion de adhesinas e invasinas en la superficie celular,
tigmotropismo, formacion de biopeliculas y la secrecion de enzimas
proteoliticas) involucran cambios fenotipicos. Ademas es importante considerar
que Candida spp, se adapta rapidamente a los cambios de pH del
microambiente; presenta flexibilidad metabdlica, sistemas potentes de
adquisicion de nutrientes y mecanismos de respuesta al estrés %76 81.118.119.
Candida albicans es la especie utilizada como modelo para el estudio de
los factores de virulencia debido a que es la mas patogénica ®'. Los factores
que se mencionan a continuacion estan principalmente relacionados a C.

albicans.

1.2.3.1 Adhesinas

La adhesion es un requisito para iniciar la colonizacion y el desarrollo de la
infeccion; esta se da por el contacto entre la pared celular del hongo con la
superficie de las células epiteliales (CE) en las mucosas. La adherencia inicia
en la fase de levadura, durante la transicién de levadura a hifa se secretan
proteinas llamadas adhesinas, las cuales son fundamentales para la
adherencia en superficies abidticas (dispositivos médicos) y en las bidticas
(células del hospedero) (Fig.8).

14



Las adhesinas son:

« HWP1 (“Hyphal-Specific Cell Wall Protein”). Es una proteina relacionada
a C. albicans, el GPI (glicosilfosfatidilinositol), se expresa en la pared celular
de la hifa, este actua como substrato de las enzimas Transglutaminasas del
epitelio, el dominio N-terminal y C-terminal le confieren una unién covalente
generando un complejo estable con las CE. Esta adhesina esta involucrada

en la formacion de biopeliculas’® 8",

e ALS (“Agglutinin-Like Sequence”). Esta familia de genes codifican para
las proteinas que se encuentran presentes en la pared celular, son ocho
glicoproteinas (ALS1-ALS-7 y ALS-9), actuan como adhesinas, presentes
en C.albicans; proteinas homodlogas en C.glabrata Epa (“Epithelial
Adhesin” son el dominio N-terminal de las proteinas ALS, contiene una
secuencia sefal, similar a las inmunoglobulinas, donde el dominio rico en
treonina, esta implicado en el reconocimiento célula-célula, que contribuye
a la union con las proteinas de la matriz extracelular, ejemplo ALS1-ALS5
que se unen a fibronectina, laminina y colageno tipo 1V, a células epiteliales
de boca y faringe y a las células del endotelio vascular. ALS4 esta
involucrado en la adherencia de células endoteliales, ALS6
especificamente se une a colageno y ALS9 a laminina. Se ha encontrado
que ALS3 (también Ssa1) es una invasina, es decir, como ligando de la E-
caderina presente en CE y la N-caderina en células endoteliales, para
desencadenar la endocitosis. Ademas ALS actua como un receptor de
ferritina para el hospedero facilitando la adquisicién de hierro y participa en

la formacién de biopeliculas "6 81119,

¢INT1P (“Integrin found 1st protein”. Es una proteina presente en C.
albicans que participa de forma similar a la adhesién de los leucocitos en
vertebrados. La proteina Int1p presenta una estructura semejante a la
Integrina B de células epiteliales, la cual facilita la unién de fibronectina con
el colageno y a su vez la union entre células permitiendo la formacion de
tejido. Las levaduras se unen a proteinas de la matriz extracelular e

inducen cambios morfolégicos de levadura a hifa. Al ocurrir una delecién en
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el gen que codifica para esta proteina ocasiona una disminucion del 40%

de adhesion'® %,

«MNT1, PMT1, PMT6 (“‘0-1,2 mannosyltransferase, O-glycosylation
mannosyltransferase” . Estos genes estan involucrados en la sintesis de
manana, el mayor constituyente de la pared celular de Candida spp. y se

relacionan con el reconocimiento por parte del hospedero %,

1.2.3.2 Dimorfismo

Es la capacidad presente en algunas especies de Candida (C. albicans, C.
dubliniensis y C. tropicalis) para desarrollar mas de una forma morfolégica:
células ovoides, hifas o pseudohifas. La fase de levadura participa
principalmente en la diseminacion durante la colonizacidn y extensidon de la
enfermedad; mientras que la fase de hifa inicia con el contacto fisico con las
CE, la forma filamentosa es considerada mas dafina que la forma
levaduriforme puesto que participa en la etapa de invasion como patégeno e
induce un mecanismo de endocitosis formando pseudépodos, para evadir las
células de la respuesta inmune del hospedero, este mecanismo involucra la
internalizacién en CE, obtienen el acceso mediante los endosomas, como las
vacuolas, de las células del hospedero, se internalizan en ellas, lo cual permite
que Candida spp. pueda sobrevivir durante largos periodos, hasta que la hifa
penetre e invada otras CE. Otro mecanismo de invasion es ejerciendo una
presion mecanica en medio o a través de las CE vecinas, como consecuencia
el tejido puede sufrir dafio tisular (necrosis o apoptosis) (Fig.8) "®'"8.

Diversos estudios demuestran que el cambio de pseudohifa a hifa se da
con una expresion alta del gen UME-6, las pseudohifas estan involucradas en
la captacion de nutrientes y promueven la movilidad en el ambiente del
hospedero'™®. Los genes principalmente relacionados en la formacion de las
hifas son HG 1 (“hypha specific G1 cyclin”, EFG1 (“positive regulator of
filamentous growth” , CPH1 (“Candida albicans Ste12-like transcription factor),
TUP1 (“transcriptional repressor of filamentous growth”), INT1P, RFG1p
(“regulator of filamentous growth and virulence”) en condiciones de 37°C a pH

>7, en presencia de suero, o con N-acetilglucosamina y 5% de CO, '™ "9 E|
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dimorfismo se encuentra regulado por “quorum sensing”, un mecanismo de
comunicacion microbiana, las moléculas implicadas son el farnesol, tirosol y
dodecanol. Finalmente, la formacion de la hifa se ve favorecida por una baja

densidad celular (<107)"®.

1.2.3.3 Secrecion de Enzimas

Proteasas. Diversas especies como C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,

C. dubliniensis y C. guilliermondii activan la secrecion de proteasas que se

conocen como: SAP’s (“secretory aspartyl proteinase” , estas pertenecen a la

Familia aspartil proteinasas, estan codificadas para diez genes SAP (SAP1-

SAP10) existen diferencias temporales y espaciales en la expresion de los

genes SAP, dependiendo del tipo de célula y del pH.

e SAP1 a SAP3 se expresan en levaduras e hifas, son las principales
proteasas expresadas durante las infecciones superficiales, es decir,
durante la invasién temprana. SAP2 se expresa a un pH de 4 y SAP3 a un
pH de 2. Algunas de las funciones de SAP2 consisten en degradar
proteinas (albumina, hemoglobina, queratina, colageno, fibronectina,
mucina e Ig A de secrecion) del hospedero, también a los precursores de la
cascada de la coagulacion sanguinea que hidrolizan al precursor del
endotelio-1 (péptido vasoconstrictor), al alterar la homeostasia vascular ®*
119.

e SAP4 a SAP6 se expresan principalmente en las hifas y son activas a un
pH de 5 a 7. La expresién de SAPS es responsable de la degradacién de E-
caderina, presente entre las uniones de CE en alta concentracion, como
consecuencia existe una alteracion en la integridad de la mucosa del
epitelio, lo que permite la penetracion de las hifas entre las CE y SAP6 se
expresa en el crecimiento extenso de la hifa & 8111,

e SAP7 a SAP10, SAP8 contribuye en la penetracion y se regula por la
temperatura; SAP 9 se expresa principalmente en las fases posteriores al

crecimiento de la levadura.

1.2.3.4 Fosfolipasas. La actividad de los fosfolipidos se incrementa cuando
existe un contacto directo de la hifa con las superficies, la hifa de Candida spp.
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secreta enzimas hidroliticas (Fosfolipasa A, B, C y D) capaces de romper los
enlaces éster de los glicerofosfolipidos de la membrana celular de las células
del hospedero. Sélo la Fosfolipasa B1 es imprescindible como factor de
virulencia; ésta es una glicoproteina que tiene actividad de hidrolasa y
lisofosfolipasatransacilasa, se secreta y detecta en la punta de las hifas durante

la invasion a los tejidos ®* 9.

1.2.3.5 Lipasas. Las lipasas secretadas son codificadas por una familia de
genes (LIP1-LIP10), hidrolizan enlaces éster de mono, di y triacilgliceroles, se
ha demostrado que la expresion de los genes depende del estado de la

infeccion®®.

Figura 8. Modelo de infeccion de Candida spp. adhesién, invasion y dafio en el
tejido (Tomada de Naglik JR, 2011)®’
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1.2.3.6 Caracteristicas de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos que colonizan cualquier

superficie viva o inerte, embebida en una matriz de polisacaridos; estas

sustancias unen las diversas capas de microorganismos, para lograr la

adhesion a las superficies y asi ser capaces de evadir la respuesta inmune y

resistir el tratamiento con antibidticos* ™ 8%, La naturaleza quimica de la

superficie de contacto puede ser el tejido del hospedero o dispositivos médicos.

Recientes estudios sugieren que la mayor frecuencia de infecciones
adquiridas en los hospitales se debe a las biopeliculas formadas principalmente
por bacterias y hongos oportunistas como C. albicans, asociada a dispositivos
médicos®. Las biopeliculas de C. albicans forman una matriz extracelular muy
densa, mientras que la de C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis es mas
delgada %°. Aparentemente en la regidn extraluminal del catéter se adhiere una
densa capa de levaduras, rodeada por una capa gruesa de material
extracelular, con menor numero de hifas y/o pseudohifas; en cambio en la
superficie intraluminal, se ha descrito que es facil discernir las formas y el
numero de los integrantes que forman la biopelicula®.

La formacion de la biopelicula involucra tres etapas principalmente:

o Etapa temprana (De 0 a 11 h). Inicia con la adherencia y la colonizacion de
las células levaduriformes a la superficie, la unién célula-célula permite
formar capas en la biopelicula con diferencias morfolégicas en la biomasa,
los cationes divalentes como: Ca?* y Mg ?*promueven la adherencia a las
superficies inertes (Fig.9)?°°.

e Etapa intermedia (De 12 a 30 h). El desarrollo de la biopelicula, se
caracteriza por la agregacibn homogénea de células agrupadas en
microcolonias, ordenadas en una superficie. En la matriz extracelular se
presenta dimorfismo (excepto en C. glabrata) caracterizada por la formacion
de pseudohifas e hifas, siendo un factor importante en las biopeliculas. Los
genes expresados en esta fase y asociados a la formacion de la hifa son
TEC 1(“Transcription of the hyphal regulator” que regula la expresién de
BCR1(“Candida albicans biofilm regulator”), lo que da lugar a la expresion de
moléculas de adhesion presentes en la pared celular (EPA (epitelial adhesin
en C.glabrata), CPAG (“supposed to be a member of ALS gene family in C.
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parapsilosis” , HWP1, ALS1 y ALS3 de C. albicans) y responsables de
mantener el contacto entre las células del hospedero y Candida spp. o
Candida y el dispositivo médico (Fig.9)'* 2°7°.

Etapas de Maduracién (De 38 a 72 h). Aumento del material polisacarido en
la matriz con una estructura tridimensional la cual estda formada de
levaduras, hifas y pseudohifas®®. La matriz extracelular protege a la levadura
de las células fagociticas del hospedero, y mantiene la integridad de la
biopelicula y se asocia a la resistencia frente a los antifangicos (Fig. 9)'*2°.
Etapas de Dispersion. La matriz madura secreta farnesol, una molécula
involucrada en el “quorum sensing” que inhibe la germinacion de nuevas
levaduras, inhibe la formacién de hifas, y promueve a ciertas células para
que se separen de la biopelicula y se generen nuevos sitios para colonizar

(Fig. 9)%.

Figura 9. Etapas de la formacién de biopeliculas en dispositivos médicos. A.
Adherencia. B. Desarrollo de la matriz. C. Maduracion de la biopelicula. D.
Dispersién y colonizacion a otras superficies (Tomada de Cuéllar-Cruz, M.,

2012)%.

La formacion de biopeliculas se ve favorecida en superficies hidréfobas,

en medios ricos en glucosa; estas condiciones se observan en los catéteres

urinarios colocados en los pacientes hospitalizados. Particularmente en los

pacientes que presentan infecciones por C. parapsilosis, en pacientes que

reciben nutricion parentera

|25, 30, 56,105

Diversos trabajos mencionan la relacion de las infecciones por Candida

spp. con el uso de catéteres debido a la formacién de biopeliculas, causando
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infecciones sistémicas. El tratamiento incluye remover el dispositivo y la
administracion prolongada de antimicrobianos; este hecho ocasiona un
importante problema clinico y econémico (Tabla 3)°.

Tabla 3. Evaluacion de criterios para el estudio de biopeliculas en Candida spp.

Autor Aiho Pais Estudios en biopeliculas Antifangicos

Kuhn Estados Sensibilidad de C. albicans y C.
DM Q/ 2002 Unidos parapsilosis a fluconazol en la Fluconazol
cols®’ formacion de la biopelicula en
superficies de dispositivos
Douglas Gran  Papel de la matriz de la biopelicula Anfotericina B
Jy 2006 Bretafia en la resistencia de C. albicans y  Fluconazol
C. tropicalis a los antifungicos
Jain Ny Estados Sensibilidad de Candida spp. a los Anfotericina B
cols ®> 2007 Unidos antifiingicos a partir de Ila Fluconazol
biopelicula de aislados con Caspofungina

candiduria
Ramage 2012 Gran
Gy Bretafia Resistencia de biopeliculas en Polienos y
cols®® hongos Azoles
Nweze Fluconazol
Ey 2012 Estados Sensibilidad de biopeliculas de  Voriconazol
cols® Unidos Candida spp. a diversos Anidulafungina
antifungicos Itraconazol

1.2.3.6.1 Interaccion de bacterias y levaduras

En la naturaleza coexisten las comunidades de microorganismos colonizando
las superficies de las mucosas del humano, la mayoria de los estudios
descritos en la literatura mundial se relacionan con la formacién de biopeliculas
monomicrobianas de Candida spp.

Las biopeliculas con interacciones polimicrobianas dependen del medio
ambiente en el que se encuentran y de factores nutricionales, las cuales
pueden presentar efecto benéfico sobre la poblacion; un efecto neutro sobre
otros; y del tipo antagdnico, por la inhibicion de un microorganismo debido a la
produccion de alguna sustancia toxica® %2 Las biopeliculas polimicrobianas
clinicamente estudiadas son la interaccién de diferentes especies de Candida
(C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.glabrata) con diversas bacterias
(Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus sp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus) 48,

%1117 Estas interacciones se han detectado en los dispositivos médicos
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(catéteres urinarios, catéteres venoso central, catéteres de didlisis peritoneal o

hemodialisis), aplicados a los pacientes hospitalizados y que cursan con

procesos infecciosos'"’.

De las interacciones mas estudiadas destacan:

a)

c)

C. albicans-Staphylococcus epidermidis. Interaccion comensal, donde
las bacterias se adhieren a las formas filamentosas y levaduriformes del
hongo, lo que resulta en una mayor adhesion de la biopelicula a las
superficies?.

C. albicans-Staphylococcus aureus. Esta interaccion puede tener un
efecto comensal o efecto sinérgico con un incremento en la actividad
metabdlica y el desarrollo y la complejidad de la biopelicula®’.

C. albicans-Pseudomonas aeruginosa. Este es un ejemplo de interaccién
antagodnica, donde la bacteria reside y forma una red densa sobre las
estructuras fungicas (hifas y levaduras), mientras que el hongo queda
embebido en esta red y en una matriz gruesa de material exopolimérico,
ademas la bacteria produce una molécula de sefializacion célula-célula
(3-0x0-C12 homoserina lactona), lo cual da como resultado la muerte del
hongo*®.

C.albicans-Escherichia  coli. La interaccion entre los dos
microorganismos en la biopelicula, es capaz de disminuir la sensibilidad
de los antimicrobianos'®.

Candida albicans- C. dubliniensis. La interaccion antagodnica entre estas
dos especies fenotipicamente semejantes es la de una inhibicion
competitiva, probablemente por los nutrientes y/o la generacion de
metabolitos tdxicos por alguna de las especies'®.

C. albicans-C. krusei. Las biopeliculas presentan bajo numero de hifas y
levaduras, aparentemente se observa una inhibicion competitiva por los
nutrientes y por los sitios de adhesion. C. krusei libera sustancias
capaces de inhibir el crecimiento de C. albicans asi como la capacidad

de adhesion de cada una de las especies'®.
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1.2.3.6.2 Velocidad de crecimiento de bacterias y levaduras

El crecimiento microbiano depende de las condiciones ambientales, del inéculo
inicial y de la composicién del medio de cultivo que proporciona la fuente de
carbono y nitrogeno. En un ambiente polimicrobiano de bacterias y levaduras,
la competencia por la fuente de nutrientes es alta, es decir el crecimiento de los
microorganismos se ve limitado por la deficiencia del sustrato. Con base a la
teoria del quimiostato (medio de cultivo con alimentacion y agitacion continua),
es decir © menos que ocurran interacciones microbianas o un uso mixto de
sustratos, una poblacion microbiana unica competira por el sustrato y
desplazara a todos los demas organismos12. Cuando no se presenta este
fendmeno el consumo del sustrato depende de la afinidad de los organismos
por el sustrato y de las velocidades de crecimiento especificas del
microorganismo. En la tabla 4 se muestra la velocidad de crecimiento de las
levaduras y bacterias. Las levaduras no son capaces de competir de la misma

forma con las bacterias que consumen rapidamente la glucosa.

Tabla 4. Velocidades de crecimiento para levaduras y bacterias

Tiempo de
AUTOR Microorganismo generacion Velocidad de
(h) crecimiento (h™)
Lindavist R® Staphylococcus aureus 0,47 1,47
Herendeen RA*  Escherichia coli 0,35 1,98
Gottenbos B* Pseudomonas 0,66 1,05
aeruginosa
Basson NJ'? Candida albicans 3,51 0,197

1.3.1 Colonizacion por levaduras
La colonizacién es el grado minimo de microorganismos que tienen la
capacidad de establecerse y multiplicarse en el epitelio de las mucosas y piel
del hospedero. La cantidad debe ser suficiente para mantener un nuamero
poblacional, sin que su presencia sea un estimulo para manifestaciones
clinicas e inmunolégicas’’.

La colonizacién se divide en unifocal y multifocal. La primera es cuando
se aislan los microorganismos de un area del cuerpo y en la segunda el

aislamiento es simultaneo de varias areas®. La colonizacion multifocal es un
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requisito para que un microorganismo genere el desarrollo de un proceso
infeccioso, aunado al uso de catéteres intravasculares®® ¥’.

Desde el punto de vista microbiologico y por las técnicas mas utilizadas
en los laboratorios clinicos de diversos hospitales, se define a la colonizacion
del catéter como el crecimiento de mas de 15 unidades formadoras de colonias
(UFC) del microorganismo, a partir de un segmento de catéter. Maki y cols”’
describieron un método semicuantitativo, muy utilizado en el laboratorio de
microbiologia, también denominado como técnica de rotacién en placa. Otra
definicidon de colonizacién es el crecimiento mayor a 1000 UFC, basada en el
meétodo cuantitativo por la técnica del vértex propuesta por Brun-Buisson C y
cols' y por la técnica de sonicacion de Sherertz RJ y cols'®.

Mundialmente, se ha descrito que aproximadamente el 65% de las
infecciones sanguineas estan relacionadas con la aplicacion de un catéter
(ISRC). Estas se originan a partir de la microbiota cutanea y el 30% por la
manipulacién de las conexiones®. Los pacientes que presentan estas
condiciones pueden desarrollar infecciones nosocomiales (locales o
sistémicas), las cuales se producen a las 48 horas después del ingreso al
hospital por complicaciones debidas a la presencia de agentes patdégenos no
presentes en la admisién'?®. En las ISRC pueden estar implicados varios
mecanismos: 1) contaminacion del catéter en el momento de la insercion,
debido a una insuficiente asepsia; 2) migracion de los microorganismos de la
piel a través de la superficie exterior del catéter o via extraluminal; 3)
contaminacion de las conexiones del dispositivo o via intraluminal; 4) infusién
de liquidos contaminados y 5) colonizacién durante una bacteremia o
candidemia originada en un foco séptico distante 3% %689,

En diversos trabajos se han descrito los microorganismos de los
catéteres, tanto bacterias Gram positivas (Estafilocos coagulasa negativo
(SCN) Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus spp.) como
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Serratia spp.) y levaduras (Especies
de Candida) 32 3% %5 59 6. 6989, 121 | gislamiento de Candida spp. de catéter
venoso central (CVC) se ha incrementado como colonizador y agente causal de
infeccion nosocomial, relacionado con la administracidon prolongada de
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antibidticos de amplio espectro®®®. De las especies de mayor importancia
asociadas a ISRC destacan C. albicans, es la mas comun causante de
candidemias, seguida por C. glabrata, la cual ha ido en aumento en pacientes
tratados previamente con antifungicos, por la disminucion en su sensibilidad a
diversos antifungicos. En la tabla 5, se muestra la relacién entre la especie de

Candida, el factor de riesgo y el uso de CVC.

Tabla 5. Relacion entre la especie de Candida, factor de riesgo y el uso
de CVC® %,

Candida spp. Factor de riesgo

C. parapsilosis ~ Prematuros de peso bajo, neonatos,
nutricién parenteral

C. tropicalis Neutropénicos, con leucemia,
diabetes mellitus descompensada
C. krusei Terapia con antifungicos, neoplasias,

trasplante de médula 6sea
C. dubliniensis VIH, neoplasias hematicas
C. guilliermondii  Cirugia

1.3.1.1 Colonizacion del catéter venoso central y formacién de
biopeliculas
La colonizacion de CVC por microorganismos formadores de biopeliculas
depende de diversos factores: del hospedero, del medio ambiente y del tipo de
microorgansimom. Estos factores tienen un impacto profundo en la transicion
de la formacion de biopeliculas atribuible a la colonizacion del catéter; este
fendmeno, generalmente puede terminar en infecciones persistentes en sangre
y resistencia a los antimicrobianos®®. Entre el 30% y el 35% de las infecciones
nosocomiales estan relacionadas con la aplicacion de un catéter
intravascular®®.

Las septicemias nosocomiales son el resultado de la colonizacion de
CVC, principalmente; por los microorganismos formadores de biopelicula®*®®
Raad y cols®’ reportaron que la colonizacion del CVC depende del tiempo y
permanencia de éste. En los catéteres de corta duracién (<14 dias), el principal

mecanismo patogénico es la via extraluminal en el 70-90% de los casos, es
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decir durante la insercion del mismo o después, por el contacto con los
microorganismos de la piel, los cuales migran hacia la superficie externa del
catéter. En los de larga duraciéon (>14 dias), especialmente los tunelizados,
donde existe un mayor numero de manipulaciones de las conexiones (Fig. 10).
La via de colonizacion mas frecuente es la intraluminal (66%), por tanto se da
la transferencia de los microorganismos de la piel del personal médico o del
paciente a la superficie interna del catéter, seguida de la extraluminal (25%)%.
Otra via de contaminacion es a través de la administracion intravenosa de las

soluciones o farmacos contaminados®2.

Figura 10. Vias de colonizacion en ISRC A) Extraluminal por interfase entre
piel-catéter. B) Intraluminal por contaminacién a través de la valvula. C)
Contaminacién intrinseca por transfusién de liquidos contaminados. D).
Candidemia o bacteremia previa (Tomada de Brun-Buisson C, 1987)"°.

Pittet D y cols®, por un lado y Piarroux R y cols® por el otro demostraron
que la intensidad de la colonizacién por Candida spp. esta relacionada con el
riesgo de sufrir candidemia. Ademas se conoce que un alto numero de
episodios de candidemia se originan de la colonizacién de catéteres®.

En la tabla 6 se muestran los pocos trabajos descritos acerca de las
infecciones sistémicas por hongos, donde destacan la relacion de la
colonizacion de CVC y catéter urinario como causa del proceso infeccioso. Por
otro lado en la tabla 7 se trata especificamente la colonizacion de las especies

de Candida relacionadas a catéteres.
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Tabla 6. Colonizacion o infeccion fungica en enfermos criticos

Colonizacién por Candida | Infeccion por Candida spp.
Tipo de spp.
Autor Pais dispositivo
Total de | Aislados % Total de Aislados %
Muestras Muestras

Olaechea, CVvC 880 870 88.9 105 105 100
PMYy cols, Espafa Ccu 880 866 984 105 103 98

2004.%°

CcvC 864 854 08.8 92 92 100

Leén C y | Espafia CuU
cols,

2009.% 864 852 98.6 92 88 95.7
Manolaka Estados Clv 137 48 35 0 0 0
ki y cols, Unidos

2010.”

Seddiki S CVCy

y cols, Argelia PVC 63 2 3,17 63 3 4.76

2013. "%

CVC (cateter venoso central), CU (catéter urinario), CIV (cateter intravenoso), PVC (cateter venoso periferico)

Tabla 7. Colonizacion de catéteres por diversas especies de Candida spp.

C.albicans C.glabrata C. parapsilosis | C.tropicalis C.krusei Otras
Autor Pais |Total| No. | % No. % No. %  |No. % [No. | % [ No. | %
Horn y
cols, Estados
2009.*°| Unidos 714 | 317 | 444 175 245 136 19 57 5 18 25| 11 15
Ledny,
cols,
2009.%° Espaiia 51 38 74.5 2 3.9 5 9.8 2 3.9 0 0 4 7.9
Seddiki,
Sycols,
2013'% Argelia 12 3 25 9 75 0 0 0 0 0 0 0 0

1.3.1.2 Métodos para determinar la colonizacién
El diagndstico para determinar la colonizacion de un catéter es mediante
técnicas microbioldgicas.

a) Cultivo semicuantitativo de la punta de catéter. Técnica propuesta por
Maki y cols’' en 1977, se basa en cultivar el segmento extraluminal del
catéter. La punta se rota de tres a cuatro veces sobre la superficie de
una caja Petri conteniendo agar sangre; la interpretacién para considerar
colonizacion es el crecimiento de >15 UFC en la placa de agar. Esta

técnica solo detecta microorganismos en la superficie externa del
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catéter, a pesar de ese inconveniente, es la mas utilizada, debido a su

sencillez, rapidez y bajo costo.

b) Cultivo cuantitativo de la punta de catéter.

Cleri y cols® en 1980 proponen la técnica que detecta
microorganismos en la superficie externa e interna del catéter,
consiste en introducir la punta en 2 mL de caldo nutritivo y lavar tres
veces la luz del catéter con una jeringa, hacer diluciones y cuenta de
las colonias en las placas de agar sangre. La interpretacion de
colonizacion se basa en los recuentos superiores a 1000 UFC.
Brun-Buisson y cols' en 1990, simplifican la técnica, introduciendo
la punta del catéter en un tubo con 1mL de agua destilada estéril, se
agita con un vortex por un minuto y se siembran 0,1 mL de la
suspension en una placa de agar sangre. La interpretacion del
resultado es la misma que la técnica anterior.

Sherertz y cols'®

en 1990, proponen una técnica que consiste en
sonicar durante un minuto la punta de catéter sumergida en 10 mL
de caldo tripticasa-soya, posteriormente se siembra 0,1 mL de caldo
original y dos diluciones 1:10 y 1:100 en placa de agar sangre. El

crecimiento de 100 UFC es considerado colonizacion.

Los métodos anteriormente descritos no distinguen entre una colonizacion de la

superficie interna de la externa del catéter.

c) Cultivo y tincién de sangre aspirada por el catéter. Rusforth y cols'® en

1933 proponen aspirar una muestra de 50 mL de sangre a través del

catéter, los eritrocitos se someten a lisis con solucion salina hipotoénica,

los leucocitos se sedimentan por centrifugacion, se prepara una capa

rica mediante cito-centrifugacion, se tifien con naranja de acridina y se

observan al microscopio de fluorescencia, es positiva si se observan

bacterias. Esta técnica involucra mucho trabajo por parte del laboratorio

de microbiologia y es costosa.

Cepillado intraluminal. Esta técnica se propuso en 1989, la cual consiste

en introducir un pequefio cepillo montado sobre una guia metalica a la
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punta del catéter y arrastrar la biocapa. El resultado se basa en la
obtencién de 5-10 UFC en sangre lo que indica infeccion'®. La técnica
es cara, y es dificil disponer de cepillos de diversos tamafios para cada

tipo de catéter.

1.4 Factores de riesgo y enfermedades asociadas

Los factores de riesgo aumentan la probabilidad de que las levaduras
desarrollen invasiéon a los tejidos y el resultado final es desencadenar una
infeccion. Las infecciones asociadas a levaduras oportunistas, en general son
por comensales enddgenas y se vuelven patdgenas, dependiendo de las
alteraciones en el sistema inmune y los factores de riesgo del hospedero, como
la edad (prematuros y ancianos), enfermedades metabdlicas (diabetes mellitus
descompensadas), neoplasias, portadores del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) o Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA); diversos
procedimientos terapéuticos como dialisis peritoneal, hemodialisis, cirugias,
administracion de antibidéticos de amplio espectro y esteroides por tiempo
prolongado®?”'%. También las infecciones pueden ser exdgenas, debido a
intervenciones quirurgicas, la aplicacion de dispositivos médicos como
catéteres (catéter venoso central, urinario, para dialisis peritoneal continua
ambulatoria o intermitente (Tenckoff) y en hemodialisis (Mahurkar), proétesis
cardiacas y nutricién parenteral® 3%,

1.5 Manifestaciones clinicas de las infecciones sistémicas

Los cuadros clinicos de infecciones nosocomiales causadas por bacterias y
levaduras son muy similares, la expresién clinica es inespecifica, los signos y
sintomas aparecen cuando la enfermedad lleva una evolucién clinica
prolongada.

Generalmente, los pacientes hospitalizados por infecciones sistémicas
presentan fiebre >38°C, hipotension, oliguria y signos cutaneos, los cuales
pueden ser eritema e induracion alrededor del sitio de aplicacién del catéter y
exudado purulento en el sitio de entrada y/o salida del mismo. En los cultivos
se detectan mas de 1000 UFC/mL, aunque en ocasiones se observan
episodios de septicemia sin evidencia del microorganismo en los hemocultivos

19.102 " Algunos autores reportan que es posible diagnosticar una candidemia en
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los pacientes que presentan signos y sintomas clinicos y hemocultivos
negativos, ya que en algunas ocasiones es dificil diferenciar entre un
hemocultivo positivo que corresponde a una infeccibn verdadera o un

hemocultivo contaminado que no requiere tratamiento'".

1.6 Estudios epidemiolégicos de colonizacion e infeccion
El uso de catéteres es habitual en pacientes criticamente enfermos y se ha
relacionado con las ISRC; estas representan alto costo por estancia y

tratamientos hospitalarios y un incremento en la mortalidad del paciente3" 3% %%

69,108

Mundialmente, la epidemiologia de las ISRC es variable entre los paises
y las Unidades de Cuidado Intensivo (UCI) y depende de la edad, tipo de
catéter y tiempo de permanencia en el paciente y el numero de manipulaciones
diarias. De 2005 a 2011, en los Estados Unidos se reportaron diversos
estudios, en los cuales se consideré que la incidencia de ISRC es de 2,7
episodios por cada 1000 dias de catéter en adultos y de 3.3 episodios por cada
1000 dias de catéter en pacientes pediatricos. En Gran Bretafia fue de
2.8/1000 dias de catéter; en Argentina, Brasil e India la incidencia fue de 7.9 a
18.5/1000 dias de catéter. En México se ha considerado de 3.29 / 1,000 dias

de catéter® 399569,

Otra consecuencia de la aplicacion de catéteres que debe ser
contemplada son los costos, los cuales se relacionan con una estancia
prolongada en las UCI, reemplazo de catéteres, administracion de farmacos y
costos de los antimicrobianos. Los datos disponibles en la literatura indican un
monto de $30 000 a $34 000 por episodio de ISRC en Estados Unidos®; en
Gran Bretafa fue de €1 1% en Espafia de €21 %% en Brasil de $33 000
a $35 000 . En México, de acuerdo con el reporte de Sanchez-Velazquez en
2006 fue de $12 000"

De acuerdo a los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos y
de Europa, se estima que mas del 60% de las infecciones microbianas
involucran las biopeliculas ?°. Alrededor del 60% de las ISRC estan producidas

por diferentes especies de bacterias (Gram positivas, principalmente por SCN,
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y Staphylococcus aureus, seguido de Enterococcus spp.); en los ultimos afos,
los bacilos Gram-negativos han aumentado considerablemente hasta en un
40%. En México las infecciones nosocomiales relacionada a catéter son del
13%, la probabilidad asociada a mortalidad es del 29%, siendo las bacterias el
principal agente de estudio®’.

Las levaduras del género Candida tienen una participacion frecuente en
las ISRC y formacion de biopeliculas (65%), debido a la resistencia a los
antifungicos que desarrollan las levaduras en estas comunidades®. En los
Estados Unidos son la cuarta causa de infeccién nosocomial, mientras que en
Europa es el sexto agente causal. La tasa de mortalidad es de 15 a 40% en
adultos; mientras que en neonatos y nifios es del 10 al 15%®* 3% 39955966 pg|
8% al 10.4% de las infecciones en las UCI estan producidas por diferentes
especies de Candida la mayoria son de origen nosocomial. De la candidosis
invasiva (Cl), la candidemia sigue siendo la causa mas importante de
morbilidad y mortalidad a nivel hospitalario®” *°. Un factor de riesgo que ha
incrementado el establecimiento de la CI es sin duda prolongar la vida de los
pacientes en estado critico, debido a que se realizan mayor numero de
procedimientos invasivos, que incluyen la aplicacibn de dispositivos

médicos*>°.

Candida albicans es la especie mas frecuente asociada a
candidemias y la mas estudiada en el mundo, aunque en los ultimos afos el
aislamiento de las especies de Candida no C. albicans ha ido en aumento,
hasta 55%% 2734828 En Estados Unidos las especies de Candida son el tercer
agente causal de candidemias relacionada a catéter intravasculares y el
segundo agente de infecciones asociadas a catéter urinario®’. El tracto urinario
es uno de los sitios mas infectados en los pacientes ingresados en la UCl y la
mayoria de las infecciones estan relacionadas a catéter urinario (31%), la
infeccion por alguna especie de Candida asociada a dialisis peritoneal o
hemodialisis representan del 2.6% al 7%°°.

En cuanto a candidemia nosocomial hasta la fecha se conoce que la
mayor tasa de incidencia se reportd en un estudio multicéntrico con poblacion
general en Brasil, donde la incidencia es de 3.7 casos diarios por cada 10,000

pacientes, en comparacion Europa reporta una incidencia de 0.5 a 0.7 casos
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diarios por cada 10,000 pacientes, en Norte América es de 1.5 casos diarios
por cada 10,000 pacientes®?.

La distribucion de las especies de Candida varia geograficamente, la
mayoria de reportes coinciden en que la principal especie aislada es C.
albicans, en Europa la frecuencia es mas del 50%; en Norte América del 46%
al 62%, mientras que en Latinoamérica representa el 37%. Sin embargo, en los
ultimos afos se ha observado un fendmeno evidente dado por la disminucién
de C. albicans aislada de candidemias en una proporcién de 7% a 10% en un
periodo de ocho afios %,

En cambio, los aislamientos por C. glabrata han aumentado y es la
segunda especie causante de candidemia; la frecuencia de esta especie esta
en el rango de 20-24%. En Latinoamérica el porcentaje es de 5-8%, mientras
que en Europa oscila entre el 9% y 10%. Otra de las especies que ha sufrido
variacion en su frecuencia de aislamiento es C. parapsilosis principalmente
relacionada con candidemias. En Espana la frecuencia en neonatos con
candidemia fue de 30% a 38% y en Latinoamérica de 19% a 38%. En
Latinoamérica C. fropicalis fue considerada la segunda o tercera causa de
candidemia de 15% a 21%, en Asia de 12% a 27%; en cambio ha disminuido
de 8% a 4% en Norte América. Candida krusei se aisla en menor frecuencia de
2% a 4%. Finalmente en diferentes zonas geograficas, las especies aisladas
con menor frecuencia fueron C. guilliermondii (3% a 5% en Latinoamérica), C.
dubliniensis es raramente observada en infecciones invasivas, se ha

relacionado con infeccién de vias urinarias en el 8.7%?2" 40 73, 82.87,93

En la tabla 8 se muestra la recopilacion de resultados epidemiolégicos
obtenidos por diferentes investigadores en pacientes con infecciones

sistémicas causadas por Candida spp. y hemocultivos.
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Tabla 8. Datos epidemioldgicos, distribucidn geografica e infecciones
sistémicas por Candida spp.
C. albicans C.glabrata C.parapsilosis | C. tropicalis | C. krusei Otras
Autor | Afio Pais |Total #
# % # % # % # % # % %
Antun
es, {;\G
cols™ booq Prasil 1120 |58 483 |4 |33 |35 [258|16 |13.3|2 |179 [75
Pfaller
MAyY [P008 [Europa 1787 | - 50.03 | - 13.93 | - 10.63 | - 8.56 | - 15| - (3.6
%
Gonza
|eZ| Cjo)c’ 2008 Mexico 398 (127 [31.9 | 32 8 | 151 37.9 | 59 14.8 111 2.7|18 |4.5
cols™
Horn y P009 [Estados 2019 |921 (456 | 525 | 26 | 316 |15.6 | 163 | 8.07(51 R.5343 R.12
cols Unidos
49.d
Pem%p J.2011 Espana {1344 (614 |44.7 | 158 |11.5 | 400 | 29.1 | 113 8.2 27 1.9632 (2.32
Cols”"®
Lezagr; 2012 México |41 13 B1.7 |5 12.2 |1 24 |6 146(0 |0 [15 36.5
a, Jl
a Oftras: C. famata, C. sake, C. guilliermondii , C. lusitaniae , C. dubliniensis, C. lipolytica .
b Otras : C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. famata, C. kefyr, C. spp.
c Otras: C. zeylanoides , C. famata , C. rugosa , C. lusitaniae, C.utilis, C. guilliermondii
d Otras: C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. dubliniensis, Candida spp.
e Otras: C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. famata, C. kefyr

La mayoria de los estudios epidemiologicos se basan en los resultados
provenientes de hemocultivos y representa del 10% al 40% de los casos

probados de candidosis invasiva®’.

1.7 Antifungicos

Existen diferentes alternativas terapéuticas para las infecciones sistémicas por
Candida, el tratamiento depende de la especie y del patron de sensibilidad a
los antifungicos. Desde los afios 80’s las alternativas terapéuticas eran
anfotericina B deoxicolato, fluorocitosina, ketoconazol. Estos farmacos
mostraron eficacia reducida, toxicidad y la aparicion de resistencia, por lo cual
se desarrollaron nuevos derivados azélicos: fluconazol e itraconazol, asi como
una nueva formulacion lipidica de anfotericina B y en el Siglo XXl la creacion de
la segunda generacion de triazoles voriconazol y posaconazol 'y

equinocandinas®" 1%

1.7.1 Mecanismos accién
AZOLES: Antifungicos sintéticos con efecto fungistatico, de amplio espectro,

todos comparten un anillo de imidazol, como ketoconazol (KTZ), también en
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este grupo estan los triazoles de primera generacién como el fluconazol (FLZ) e
itraconazol (ITZ) y los de segunda generacion como el voriconazol (VRZ) y el
posaconazol (PZC)*'.

Actuan inhibiendo la sintesis del ergosterol, sustancia implicada en la
formacion de la membrana celular del hongo, se une y bloquea la enzima 14-a-
desmetilasa de lanosterol, que es dependiente del citocromo P-450 e impide la
conversidon de lanosterol a ergosterol, aumentan los esteroles tdxicos
intermedios, esto ocasiona una mayor permeabilidad y deterioro progresivo de
la membrana (Fig. 11); los azoles afectan las membranas de los mamiferos, al
metabolizarse en el higado, pueden provocar hepatotoxicidad 26 °'.
POLIENOS: La anfotericina B (AMB) es una lactona macrociclica con
estructura poliénica, se sintetiza por Streptomyces nodosus, forma complejos
con el ergosterol de la membrana, esta union genera la formacion de poros o
canales ocasionando un aumento en la permeabilidad de la membrana. (Fig.
11). Complejo lipidico de amplio espectro que puede causar nefrotoxicidad.
Esta molécula puede comportarse como fungistatico o fungicida dependiendo
de la sensibilidad del hongo y de la concentracion alcanzada en el sitio de la
infeccion®?.

EQUINOCANDINAS: En este grupo esta caspofungina y anidulafungina, estos
lipopéptidos corresponden a hexapéptidos ciclicos, N- acilados con cadena de
acidos grasos de longitud variable. La caspofungina deriva de la fermentacion
del hongo Glarea lozoyensis, y la anidulafungina de Aspergillus nidulans; su
mecanismo de accion es bloqueando la enzima B1-3 glucano sintetasa para
inhibir la sintesis de -1-3- glucano, componente de la pared celular del hongo,
causando inestabilidad osmotica en la célula fungica, dando como resultado la
lisis de la misma (Fig. 11), esta molécula presenta un efecto fungicida y no

afecta células de los mamiferos?,

1.7.2 Sensibilidad antifungica

Las Pruebas de sensibilidad a los antifungicos representan un medio para
predecir concentraciones terapéuticas de antifungicos utilizados para tratar las
infecciones causadas por hongos. Existen métodos estandarizados, como la

técnica de macro y micro dilucién en caldo para determinar el patron de
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sensibilidad in vitro descritos en diversos documentos elaborados por el
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)** de los Estados Unidos. El
documento vigente es el M27-A3 (2008) para hongos levaduriformes y el M38-
A para filamentosos. Guias similares son las descritas por “European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) de Europa. El
CLSI?** ha establecido puntos de corte para detectar la sensibilidad, sensibilidad
dosis dependiente y resistencia para algunos antifungicos frente a algunos
hongos, mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI) °'.

En la actualidad existen otros meétodos utilizados para valorar la
sensibilidad, dilucion en tubo, difusion en disco, en tira o en placa. Los métodos
comercializados de microdilucidn son: panel antifungico colorimétrico
Sensititre® Yeastone, Fungitest®. De difusion en agar con tiras impregnadas
con el antifungico es denominado E-Test® y los de difusion en agar con

tabletas Neo-Sensitab™

1.7.3 Mecanismos de resistencia

Existen un menor numero de diferentes antifungicos en comparacion con los
antibioticos sintetizados. El mayor problema presente es la resistencia a los
antifungicos de algunos hongos causantes de infecciones invasivas, utilizados
a nivel hospitalario, por lo tanto esto representa un gran reto en la sintesis de
nuevas moléculas con accién fungicida'®.

La resistencia se presenta cuando el hongo no es inhibido con la
concentracion normal del farmaco en un régimen de dosis ya estandarizada,
algunas especies son inherentemente resistentes a un tipo de antifungico, este
mecanismo es conocido como primario, ya que la levadura nunca ha sido
expuesta al antifungico en el hospedero. El otro mecanismo es el secundario,
se desarrolla después de estar en contacto con el farmaco debido a
tratamientos prolongados?’.

Un fendmeno que llega a observarse en la resistencia a los antifungicos
es que mas de un mecanismo esté involucrado y los cambios que llevan a la
resistencia ocurran en secuencia, también pueden darse efectos aditivos y

conducir a una resistencia cruzada®’.
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RESISTENCIA A LOS AZOLES. Se han descrito cuatro principales

mecanismos para Candida spp. (Fig. 11).

1.

Alteraciones de la enzima 14-a-desmetilasa de lanosterol, incluyen las
mutaciones puntuales en el gen que codifica para esta enzima: ERG 11,
lo cual ocasiona una disminucién en la afinidad por los azoles %'
Induccion de bombas de flujo o transportadores, originan una
disminucién en la concentracion del antifungico fuera de la célula,
existen dos tipos de transportadores: los ABC (unién con el ATP) que se
codifican por el gen CDR, una sobrerregulacion le confiere al hongo
multiresistencia a los azoles y los transportadores MFS (Facilitadores
mayores) codificados por el gen MDR, una sobrerregulacion provoca
resistencia exclusiva a fluconazol®* ',

Sobreexpresion de la enzima ERG 11, es decir si ocurre la unién de una
cantidad determinada del antifungico con la enzima, quedara una
cantidad mayor de enzima libre, lo cual ocasionara la sintesis de la
membrana sin defectos, también puede darse la regulacién del gen de la
enzima ERG 11 modificada por mutaciones puntuales®*°',

Cambios en la ruta de biosintesis de los esteroles, es una via alterna
como reemplazo del ergosterol, esto debido a lesiones en la enzima
A%Crdesaturasa lo cual produce una acumulacion de 14a-metilfecosterol,
molécula precursora del fecosterol, asi regresa la integridad y fluidez en
la membrana®.

Sintesis de enzimas para inactivar al farmaco de forma rapida una vez
que entran a la célula fungica o se excretan enzimas fuera de la célula
para degradar el antifingico>®.

Bloqueo en la pared celular y/o la membrana de los antifungicos, para

evitar que el antifingico penetre al interior'®.

RESISTENCIA A LAS EQUINOCANDINAS:

1.

Se presentan mutaciones puntuales (cambio de aminoacidos: alanina
por prolina) en dos regiones: HS1 y HS2 del gen FKS1 que codifica la

subunidad mayor de la enzima B1-3 glucano sintetasa. Asi la célula
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fungica logra sintetizar el componente esencial para la formacion de la

pared celular (Fig. 11)%".

RESISTENCIA A POLIENOS:
1. Se genera una disminucién de la unién de los polienos con el ergosterol
en la membrana celular por cambios en la sintesis del ergosterol, se da
una sustitucion del ergosterol por otro esterol que puede ser 3-hidroxi o
3-oxo esterol, al disminuir el contenido de ergosterol disminuye la
afinidad por el antifungico. La sensibilidad de la unién con los polienos
es termodinamicamente o estéricamente desfavorecida, el efecto se

asocia a cambios en la fluidez de la membrana®.

1.7.4 Biopeliculas y resistencia a los antifungicos

Al utilizarlos en dosis altas, provocan una alta toxicidad en los pacientes, por lo
cual es de suma importancia un diagnostico temprano. En la formacién de
biopeliculas es recomendable iniciar el tratamiento cuando la capa es delgada,
esto significara una dosis menor del farmaco para reducir los efectos
adversos’'®.

Diferentes mecanismos de resistencia son utilizados dependiendo de la
fase de formacion de la biopelicula, claramente se ha evaluado el uso de las
bombas de flujo durante la fase temprana a la fase intermedia, ademas la
matriz extracelular es capaz de disminuir la actividad del antifungico impidiendo
que penetre; otro factor es la densidad celular en la fase madura, la cual actua
como una barrera fisica y una disminucion de la velocidad de crecimiento bajo
diferentes condiciones ambientales beneficiando a las biopeliculas. Finalmente,
durante el crecimiento de las hifas, la biosintesis del ergosterol es regulada por
el tratamiento antifungico, molécula blanco de los azoles y polienos. También
es importante mencionar la presencia de las células “persistentes”, las cuales
subsisten en la biopelicula a pesar de la presencia de altas concentraciones del
antifungico, estas son inhibidas in vitro pero la biopelicula in vivo previene el
reconocimiento y la eliminacion de ellas por las células del sistema inmune del

hospedero %%,
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Figura 11. Mecanismos de accion y resistencia de los antifungicos (Tomada de
Catalan, M 2009)**

38



2. Planteamiento del problema

Los dispositivos médicos son ampliamente utilizados en pacientes atendidos en
diferentes servicios de los hospitales generales. Estos dispositivos pueden ser
colonizados por microorganismos que forman parte de la microbiota cutanea o
llegan por via exégena. Los microorganismos colonizan el catéter por la parte
extraluminal o intraluminal, a partir de la cual se pueden diseminar a otros

organos del paciente.

La presencia de levaduras como colonizantes de los catéteres se puede
demostrar mediante varias técnicas como la semicuantitativa de Maki, utilizada
ampliamente en los laboratorios de microbiologia con medios de cultivo
enriquecidos para aislar los microorganismos y aparentemente solo se
recuperan los localizados en la parte externa del catéter. Por la capacidad de
adherencia que presentan las levaduras al colonizar y formar biopeliculas en la
pared interna del catéter que al desprenderse pueden generar infecciones; por
tanto, en este trabajo se planted la recuperacion intraluminal mediante una
variante de la técnica cuantitativa del cepillado intraluminal y el uso de medios
de cultivo selectivos para levaduras, ya que en México la mayor recuperacion
de microorganismos de los catéteres son bacterias y se conoce poco sobre la
recuperacion de levaduras obtenidas de estos dispositivos y la relacion con los
factores de riesgo para conocer el impacto sobre la morbi-mortalidad. Ademas
la mayor resistencia en las especies de Candida y otras levaduras a diversos
antifungicos, esta posiblemente relacionada con la formacién de biopeliculas,
por tanto es necesario conocer el patrén de sensibilidad de estas levaduras

para establecer un tratamiento oportuno.
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3. Objetivos Generales

¢ Determinar la asociacion de las levaduras obtenidas de la pared interna
de los catéteres de pacientes atendidos en el Hospital General “Dr

Dario Fernandez Fierro”.

+«+ Conocer el patrén de sensibilidad antifungica a ketoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol, anfotericina B, caspofungina y

anidulafungina contra los aislamientos levaduriformes.

3.1 Objetivos Particulares

++ Identificar los aislados levaduriformes obtenidos de los diversos

catéteres procesados.

¢ Relacionar el tiempo de permanencia del catéter y la presencia de

levaduras.

+ Relacionar las manifestaciones clinicas y los factores de riesgo de los

pacientes con los aislamientos levaduriformes.

¢+ Comparar la sensibilidad y especificidad de CHROMAGAR Candida™,
Brillante Candida™, agar dextrosa Sabouraud (ADS) con ciprofloxacino
y ADS adicionado con cicloheximida en la obtencion de los aislados

levaduriformes.

¢ Determinar colonizacion y/o infeccion de los aislados obtenidos de

catéteres.

+ Determinar la sensibilidad y resistencia de los aislados levaduriformes

a los antifungicos probados

« Comparar la resistencia antifungica y la especie de Candida
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4. Materiales y métodos

4. 1. Dispositivos médicos

Estudio transversal, descriptivo, observacional y experimental en levaduras
obtenidas de catéteres de los pacientes atendidos en diversos servicios
(Medicina Interna, Nefrologia, Cirugia, Unidad de Cuidado Intensivo y
Neonatologia del Hospital General “Dr Dario Fernandez Fierro” del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE). Para
cada una de las muestras procesadas se recabaron los siguientes datos
relacionados con el paciente como género, edad, enfermedades o factores de
riesgo, evolucion de la enfermedad, tratamiento con antimicrobianos,
esteroides y antifungicos, el tipo de catéter y tiempo de permanencia del

mismo. El estudio se llevo a cabo de Febrero de 2012 a Septiembre del 2012.

4. 2.1 Tratamiento de las muestras y técnica de cultivo del catéter

4.2.1.1 Procesamiento de los catéteres en el laboratorio de microbiologia
Las puntas de catéter se recolectaron y se transfirieron al Laboratorio de
Microbiologia del Hospital, en tubos con tapon de rosca conteniendo caldo
infusién cerebro-corazén (BHI), se incubaron a 30°C durante 24 horas,
posteriormente las puntas de catéteres se procesaron mediante la técnica de
rotacién en placa (técnica semicuantitativa propuesta por Maki”), en diversos
medios de cultivo agar sangre, agar chocolate, agar Mc Conckey y agar sal
manitol. Se incubaron a 37°C por 48 horas, con revision diaria. Los
crecimientos bacterianos se identificaron por el método automatizado mediante
una suspension a una concentracion de 1X10° células/mL (Fig. 12 Ay B) y se
incubaron en el aparato Phoenix 100™ (Fig. 12 C) por 8 horas y para el

resultado de antibiograma durante 12 h.
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Figura 12 Método automatizado para identificacion de bacterias A. Incubadora
Phoenix 10 ™ B. Galerias para determinar asimilacién de carbohidratos C.

Incubacion de las galerias a 37°C

4.2.1.2 Procesamiento en el laboratorio micologia de la Facultad de
Medicina, UNAM

Para el aislamiento de las levaduras de localizacion intraluminal de todos los
catéteres procesados se realizd mediante una variante de las técnicas
cuantitativas existentes con la ayuda de una jeringa con aguja hipodérmica
estéril, se desprendié el material adherido de las paredes internas del catéter
(Fig. 13). A todas las muestras obtenidas se les hizo un frotis con tincion de
Gram, para la busqueda de estructuras parasitas de hongos levaduriformes
(cumulos de blastoconidios, pseudohifas y/o hifas) (Fig.14). Aproximadamente
se tomaron 2 pL de cada una de las muestras y se inocularon por estria
cerrada en cuatro medios de cultivo, agar dextrosa Sabouraud (ADS) con
cloranfenicol y cicloheximida (ADS-CC), ADS con ciprofloxacino (ADS-CIP) y
los medios selectivos para levaduras fueron CHROMagar Candida™ ( H vy
agar Brillante Candida™ (B  Las placas se incubaron a 28°C, 37°C y 30°C,

respectivamente, durante una semana con revision diaria.
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Figura 13. Técnica de obtencion intraluminal de la muestra

Figura 14 Ay B. Frotis donde se muestra levaduras, pseudohifas e hifas Gram
positivas

4.3. Identificacion de los aislados levaduriformes

El crecimiento de las colonias levaduriformes obtenidas en los cuatro medios
de cultivo, fueron contadas y se realizé una tincion de Gram para verificar la
morfologia de las levaduras. De cada crecimiento levaduriforme se hicieron
cultivos monocelulares en CH, se incubaron durante 48 h a 37°C para observar
las caracteristicas morfolégicas y el color de las colonias, e identificacidon

presuntiva de algunas especies del género Candida.

4. 3.1. Pruebas morfolégicas y fisiolégicas

» Filamentacion en suero humano. Del crecimiento levaduriforme de 24h en
ADS, se tomd un pequefio inoculo de la colonia y se sembré en 0.5 mL de
suero a 37°C durante 2h, posterior a la incubacion se observd en el
microscopio Optico la formacion de tubo germinativo, levaduras o
pseudohifas (Fig. 15 A).
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» Formacion de clamidoconidios, pseudohifas y levaduras. Por la técnica
de Dalmau se inoculd el medio de cultivo harina de maiz (HM) con Tween 80
al 1%, con los aislados levaduriformes de un crecimiento de 24h en ADS, la
cual consistié en tomar una muestra de la colonia del cultivo puro formando
dos lineas paralelas de 1cm aprox. sobre la superficie del medio, se colocd
un cubreobjetos estéril sobre las lineas y se incub6 a 30°C durante 72 h (Fig.
15 B); por medio del microscopio Optico se valoréo la presencia de

pseudohifas, hifas y clamidoconidios (Fig. 15 C).

Figura 15. A. Tubo germinativo en suero a 40X; B. Placa de HM, técnica de
Dalmau; C. Clamidoconidios terminales observados a 40X.

» Pruebas diferenciales para las especies diferentes de C. albicans

Los aislamientos purificados provenientes de los medios de cultivo se
sembraron en los medios cromoégenos CHROMagar Candida™ (37°C/48h) y
Agar Brillante (Brilliance) Candida™ (30°C/ 48h). En base a las caracteristicas
de la macromorfologia de las colonias (color, forma, aspecto y textura) se
realizé la identificacidon presuntiva de las especies, comparando con las

especificaciones de los proveedores (Tabla 9).
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Tabla 9. Identificacion presuntiva de las especies de Candida

Prueba de
filamentaci Colonias Colonias
Especie on en Clamidoconi CHROMAgar Agar Brillante
suero * dios Candida™ Candida™
Color: verde claro Color: verde oscuro
C. albicans + Terminales, Textura: cremosa Textura: cremosa
Unicos Superficie: convexa Superficie: convexa
Color: verde claro Color-: verde oscuro
C.dubliniensis + Racimo Textura: cremosa Textura: cremosa
Superficie: convexa Superficie: convexa
Color: morado Color: beige
C.glabrata - Negativo Textura: cremosa Textura: cremosa
Superficie: convexa Superficie: convexa
Color: rosa palido Color: beige
C. parapsilosis - Negativo Textura: cremosa Textura: cremosa
Superficie: convexa Superficie: convexa
Color: azul Color: azul oscuro
C. tropicalis - Negativo Textura: cremosa Textura: cremosa
Superficie: convexa Superficie: convexa
Color: rosa con un Color: café con halo
- Negativo halo blanco blanco
C. krusei Superficie: plana Superficie: plana
Aspecto: seco Aspecto: seco
Color: lilas Color: beige
C.guilliermondii - Negativo Superficie: convexa Textura: cremosa
Superficie: convexa
- Negativo Color: rosa palido Color: beige

C. famata

Textura: cremosa
Superficie: convexa

Textura: cremosa
Superficie: convexa

a Formacion de tubo germinativo + (positivo), - (negativo)

» Identificacion de las especies diferentes de C. albicans por asimilacién

de carbohidratos.

El método comercial utilizado fue por el Sistema APl 20 AUX®, a los

aislados de Candida no C. albicans, éstos se sembraron en el medio de

cultivo ADS durante 24h a 30°C, posteriormente se realiz6 una suspension

en solucién salina estéril al 0.85%, a una concentracion al 2,0 de turbidez

en la escala Mc Farland, se transfirieron 100uL a una ampolleta API

médium, con la suspension se inocularon las galerias de API e incubaron a

30° C, durante 48h. La lectura se realiz6 por el sistema APl Web® del

crecimiento observado en cada uno de los pozos de la galeria comparado

con el control negativo.
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» Pruebas fenotipicas diferenciales para C. albicans y C.dubliniensis.

Los medios utilizados fueron agar tabaco, agar caseina y agar papa dextrosa
(APD). Los aislados se sembraron en ADS por 24h a 30°C, se inocul6 los dos
primeros medio por la técnica de puntilleo, se incubaron a 30°C por 72h y se
realizaron las observaciones correspondientes para el registro de la
macromorfologia de las colonias, después se realizé examen directo de las
colonias con azul de algodon y se observé mediante el microscopio 6ptico la
presencia de clamidoconidios. La interpretacion de estas estructuras se registré
por cruces donde un 25%= +; 50%= ++; 75%= +++; 100%= ++++; ninguno fue
igual a negativo (-). En la superficie de APD se inocul6 una concentracion de
10° células/mL por estria cerrada, se incubd a 45°C durante 48h. Candida

albicans presenta la capacidad de crecer a 45°C a diferencia de C.dubliniensis

Tabla 10. Caracteristicas fenotipicas diferenciales en C. albicans 'y
C.dubliniensis

Especie de Colonias agar tabaco Colonias agar caseina
Candida
MACROMORFOLOGIA MACROMORFOLOGIA
Color: blanquecino Color blanquecino
Aspecto humedo Aspecto: seco
C. albicans Textura lisa Textura: plana

MICROMORFOLOGIA
Pocos clamidoconidios
Terminales unicos

MICROMORFOLOGIA
Pocos clamidoconidios
terminales , Unicos

C.dubliniensis

MACROMORFOLOGIA
Color: amarillento
Aspecto : humedo
Textura: rugosa con
halo velloso alrededor
de la colonia

MICROMORFOLOGIA
clamidoconidios
NUMEerosos en racimo

MACROMORFOLOGIA
Color : blanquecino
Aspecto : seco

Textura : plana

Forma : arborescente

MICROMORFOLOGIA
clamidoconidios
NUMEerosos en racimo

4.4.1 Metodologia para evaluar la sensibilidad a los antifungicos

El método utilizado en todos los aislados estudiados fue el de microdilucion en
caldo en base al documento M27-A3 de acuerdo a la descripcidn del CLSI?*. El

medio utilizado fue caldo RPMI 1640 al 0.2% de glucosa, con 3-[N-morpholino]
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acido propanosulfénico (MOPS) como amortiguador a un pH de 7 (Anexo A).
Se valoro la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los diversos antifungicos

probados.

4. 4.2 Preparacion de soluciones madre de los antifungicos
Soluciéon madre de los antifingicos solubles (Tabla 11)

» Se pesd la cantidad de cada uno de los antifungicos necesaria para
obtener 100 veces la concentracion mas alta del antifungico, disolviéndolas
en agua quimicamente pura.

» Se distribuyeron en alicuotas de 500 uL en tubos Eppendorf y se
congelaron a -70°C.

Solucién madre de antifungicos insolubles (Tabla 12)

» Se peso la cantidad de antifungico para obtener 100 veces la concentracion
mas alta y se disolvié en dimetilsulféxido (DMSO).

» Se distribuyeron en alicuotas de 500 uL en tubos Eppendorf y se
congelaron a -70°C.

Diluciones de los antifungicos

» A partir de la solucion madre de cada antifungico se prepararon diluciones
seriadas a una concentracion 10 veces la concentracion deseada en RPMI
1640, de estas soluciones se hicieron diluciones 1/5 en RPMI. (Fig. 16 y
Fig.17)

» Se distribuyeron 100 uL del contenido de cada tubo de ensayo en los 96
pozos de la microplaca. En la columna 1 la mayor concentracion y en la
columna 10 la menor. Los pozos de la columna 11 fueron el control de
crecimiento y los de la columna 12, la de esterilidad.

» Las placas se conservaron a -20°C, cada placa corresponde a un antifungico
diferente.

47



Tabla 11. Diluciones seriadas de antifungicos solubles

AMB, KTZ, ITZ, VRZ, PSZ, ANF

Tubo Tubo
de Concentracion de Concentracion
ensayo final ensayo final
1 16 6 0.5
2 8.0 7 0.25
3 4.0 8 0.125
4 2.0 9 0.0625
5 1.0 10 0.125

Figura16.Preparacion de antifungicos

Tabla 12. Diluciones seriadas de antifungicos insolubles. FLZ, CSF

Tubo Tubo
de Concentracion de Concentracion
ensayo final ensayo final
1 32 6 0.5
2 16 7 0.25
3 4 8 0.125
4 2 9 0.06
5 1 10 0.03




Figura17. Preparaciéon de antifungicos insolubles

4.4.2.3 Preparacién del inéculo. A partir del crecimiento en ADS durante 24h
a 30°C se realizd una suspension con cada uno de los aislados levaduriformes
en solucioén salina al 0.85%, teniendo una concentracion de 1x 10° células /mL,
se realizaron diluciones de la misma en tubos de tapdn de rosca que contenian
caldo RPMI; se tomd6 100 uL de cada dilucion, teniendo como concentracion
final 2.5 x 10° células /mL y se depositaron en los pozos de la fila C ala H. En
las filas A, B se inocularon las cepas control de calidad del método (ATCC C.
parapsilosis 22019 y ATCC C. krusei 6258). Otras cepas utilizadas de control
fueron ATCC C. glabrata 2002, ATCC C. dubliniensis YMA-579. Las placas se
incubaron a 35°C y se realizé la lectura visual a las 24 y 48 h con ayuda de un
espejo invertido.

Mediante las lecturas se determiné la concentracion minima inhibitoria
(CMI), es decir la menor concentracion a la cual el antifungico es capaz de
inhibir el 80% del crecimiento de la levadura comparado con el control de
crecimiento. La interpretacion de la inhibicion en el crecimiento se comparé con
los pozos de la columna 12 que fue: 0: campo claro; 1: ligeramente turbio; 2:
disminucion muy evidente de la turbidez (50%); 3: casi turbio; 4: ninguna
disminucién de turbidez. (Fig.18). Los resultados de CMI se compararon con la

tabla de referencia del CLSI (Tabla 13).
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Figura 18. Placa de microdilucion en caldo. Columna 11: control de crecimiento
Columna 12: control de esterilidad. Filas A 'y B cepas ATCC 22019 y 6258,
respectivamente. De la fila C a la H aislados problema.

Tabla 13. Criterios de interpretaciéon de CMI por el CLSI: Sensible, SDD: Dosis
Dependiente y Resistente.?*

Antifungico Sensible SDD Resistente
pg/mL pg/mL Hg/mL
Itraconazol <0.25 0.25-0.5 > 1
Ketoconazol <1 - > 1
Fluconazol <8 16-32 > 64
Voriconazol <1 2 >4
Posaconazol <1 - > 1
Anfotericina B - - > 2
Caspofungina <2 - > 2
Anidulafungina <2 - > 2

4.5.1 Pruebas estadisticas

Para el analisis de resultados se utilizaron porcentajes representados en las
tablas y graficas para evaluar cual de los cuatro medios de cultivo empleados
era el mas adecuado para el aislamiento primario de las levaduras. Se
obtuvieron los indices estadisticos de Sensibilidad (S) y Especifidad (E) para
los fines de este trabajo se definid a la sensibilidad como la probabilidad de
identificar correctamente una levadura, cuando esta presente en la muestra y la
especificidad como la probabilidad para descartar la presencia de una levadura
cuando no esta en la muestra. Por otro lado, el Valor predictivo positivo (VPP)
equivale a la probabilidad de que solo se trate de levaduras presentes en la

muestra cuando hay crecimiento en el medio y el Valor predictivo negativo
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equivale a la probabilidad de que no existan levaduras en la muestra cuando el
medio no presenta crecimiento.

Las formulas utilizadas fueron:

S= (Verdaderos positivos/ Verdaderos positivos+ Falsos negativos
S=(VP)/ (VP+FN)
E= (Verdaderos negativos/ Verdaderos negativos + Falsos positivos)
E = (VN)/ (VN+FP)

VPP = (Verdaderos positivos/Verdaderos positivos + Falso positivo)

VPP= (VP)/ (VP + FP)

VPN = (Verdaderos positivos/ Verdaderos positivos +Falso negativo)

VPN= (VP) / (VP+FN)
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5. RESULTADOS
En este estudio se procesaron 57 catéteres obtenidos de 49 pacientes, los

cuales correspondieron a 42 adultos (86%) y 7 pediatricos (14%). La mayoria
de pacientes fueron del género masculino (25/49) (Tabla 14), cuyo rango de
edad fue de recién nacidos de cero afios hasta los 89 afos, con un promedio
de 51.4 anos (Tabla 15) de los factores de riesgo asociados a la colonizacién
de los catéteres fueron la administracion prolongada de antibioticos de amplio
espectro, seguido por diabetes mellitus tipo 2 e infeccion de vias urinarias. En
16 de los pacientes se presentd solo un factor de riesgo; en 12 la asociacion de
dos y tres factores, respectivamente; y finalmente en nueve cuatro factores

(Tabla 16).
Tabla 14. Género de los pacientes del estudio

GENERO NUMERO DE PACIENTES %
Masculino 25 51
Femenino 24 40
Total 49 100

Tabla 15. Edad de los pacientes incluidos en el estudio

EDAD PROMEDIO & MEDIANA
Adultos (anos) 62.6 £ 14.0 64
Pediatricos (meses) 6.7+12.3 <1
Total (afios) 51.4 +27.3 60

Intervalo de edad: Adultos (31-89); pediatricos (1-36). o: Desviacion estandar

Tabla 16. Factores de riesgo relacionados a colonizacion e infeccidén sanguinea
relacionada a catéter

FACTORES DE RIESGO %
Antibioticoterapia 67
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 43
Infeccién de vias urinarias (IVU) 29
Insuficiencia renal cronica (IRC) 22
Septicemia 11
Prematuros y bajos de peso 8
Neumonia 8
Hemodialisis 8
Peritonitis 8
Neoplasias 6
Tratamiento con esteroides 6

52



En la tabla 17 se muestra los cuatro tipos de catéteres procesados, la
mayoria fueron catéter venoso central (75%) y el menor numero los del tipo
Mahurkar (6%) (Fig. 19). En general, la permanencia de los catéteres en los
pacientes fue variable, en un rango de 10 a 14 dias, en promedio de 14.3 dias
sin considerar los de tipo Mahurkar y Tenckoff, los cuales tuvieron un tiempo

mas prolongado de permanencia en los pacientes (Tabla 18).

Tabla 17. Tipos de catéteres empleados

TIPOS NUMERO %
Venoso central 43 75
Sonda Foley 7 12
Tenckoff 4 7
Mahurkar 3 6
Total 57 100

Figura 19. A. Catéter venoso central adulto, B. Sonda Foley, C.Tenckoff,
D. Catéter venoso central pediatrico.

Tabla 18. Tiempo de permanencia de los catéteres en los pacientes

TIPOS DE PROMEDIO (DIiAS) £ & MEDIANA
CATETER (Dias)
Venoso Central 11.5+6.9 10
Sonda Foley 18.2+12.2 13
Tenckhoff 17.2 £ 8.7 14
Mahurkar 41.3+441 30
Total 14.3+13.2 12

o: Desviacion estandar

Los resultados obtenidos de las 57 muestras de catéteres procesadas en
el Laboratorio de Microbiologia del Hospital General “Dr Dario Fernandez

Fierro” muestran que solo se aislaron bacterias y ninguna levadura Los
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aislamientos representaron el 85% de los catéteres procesados de 46
pacientes.

Todas las levaduras problema se aislaron del area intraluminal de 16
catéteres, en los medios de cultivo selectivos para levaduras, los cuales

correspondieron a 13 pacientes adultos y 2 recién nacidos (Tabla 19).

Tabla 19. Aislados microbianos de los diversos catéteres procesados de 49
pacientes

NUMERO DE CATETERES CANTIDAD DE
MICROORGANISMOS PACIENTES POSITIVOS AISLADOS

(%) (%) (%)
Bacterias * 46 (93.9) 46 (80.7) 49 (85.9)
Levaduras * 15 (30.6) 16 (28.1) 20 (35.0)
Total 49 (100) 57 (100) 57 (100)

*NOTA: Muestras de pacientes con dos o mas bacterias y/o levaduras

En la Fig. 20 se presentan los frotis tefiidos con Gram de algunas de las
muestras obtenidas del area intraluminal de los catéteres, donde se

evidenciaron blastoconidios, pseudohifas e hifas.

Figura 20 Frotis del material tefiido obtenido de los catéteres A. CAT-09 Hifas;
B. CAT-15 Cumulos de blastoconidios e hifas; C. CAT-52 Pseudohifas y
bacilos cortos Gram negativos.

Del total de los aislados levaduriformes que representan el 35%, el
mayor numero se obtuvo de catéteres urinarios (sonda Foley) en el 51% y el

menor de Mahurkar y Tenckoff en el 9%, respectivamente (Fig. 21).
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Figura 21. Aislados levaduriformes obtenidos de catéteres procesados.

La evaluaciéon de los cuatro medios (ADS con cloranfenicol vy
cicloheximida (ADS-CC), ADS con antibiético (Ciprofloxacino) (ADS-CIP),
CHROMagar Candida ™ ( H y gar Brillante Candida ™ (B  (Fig. 22)) para
el aislamiento primario e identificacion presuntiva de levaduras se muestra en
la tabla 20, ademas de las pruebas de sensibilidad y especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y del valor predictivo negativo (VPN); con la finalidad

de seleccionar el medio ideal para el aislamiento de levaduras.

Figura 22. Ejemplo de dos aislamientos en los cuatro medios de cultivo
A. CAT-33; B. CAT-37 (48 h).
En la Fig. 22 A se observa el crecimiento de C. parapsilosis en la
muestra de CAT-33 (CVC) de un recién nacido. En la placa del lado superior
izquierdo de fondo blanco es BC, en la cual se observan colonias pequenias,

cremosas de color beige; mientras que en la placa del lado derecho es CH,
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donde las colonias son numerosas de color rosa palido; en la placa inferior
izquierda se ubica el medio ADS-CC sin crecimiento y la del derecho es ADS-
CIP, en el que se aprecia numerosas colonias de levaduras, blancas vy
cremosas. En cambio en la Fig. 22 B la muestra proviene del CAT-37
(Mahurkar), donde en la placa del lado superior izquierdo se observa el medio
BC, con crecimiento abundante de bacterias de color magenta, en cambio en la
placa del lado superior derecho correspondiente a CH se aprecian 50 colonias
cremosas, de color rosa palido caracteristicas de C. parapsilosis. En los
aislados de las placas del lado inferior izquierdo y derecho, que
correspondieron a ADS-CC y ADS-CIP, con abundante crecimiento de
bacterias y con algunas colonias bacterianas, respectivamente.

En la Figura 23 A se observo solo crecimiento de C. albicans en los
cuatro medios de cultivo, de la muestra CAT-43 (CVC), en los dos medios de
lado izquierdo (CH y BC), colonias cremosas de color verde; mientras que en
las placas del lado derecho (ADS-CIP y ADS-CC), las colonias fueron
cremosas de color blanco. La Figura 23 B aislamiento del CAT-19 (Sonda
Foley), la especie identificada fue C. tropicalis. En las dos placas superiores se
observan dos medios cromégenos (BC y CH) y las colonias fueron de color
azul con abundante crecimiento, en cambio en la placa inferior del medio ADS-

CPF se observaron colonias color cremosas de color blanco.

Figura 23A. Ejemplo de 2 aislamientos en los medios de cultivo.
A. CAT-43; B. CAT-19 (48 h).
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Tabla 20. Evaluacion de los medios de cultivo para el aislamiento primario de

levaduras.
MEDIOS DE CULTIVOS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VPP VPN
CHROMAgar Candida™ 70.6 95 85.7 95
Agar BRILLANTE Candida™ 30.3 96 90.9 96
ADS + CIP 20.7 92.8 75 928
ADS + CC 25.9 96.6 87.5 96.7

El medio que resulto mas sensible y especifico fue CHROMagar
Candida™ con un porcentaje de 70.6 y 95%, respectivamente (Fig. 24). De los
cuatro medios de cultivo, en los dos cromoégenos utilizados ( HROMagar™ y
Brillante Candida™ se identificaron presuntivamente algunas de las especies
de Candida, por las caracteristicas del aspecto y el color como se muestra en
la Fig. 25.

Figura 24. Sensibilidad de los medios de cultivo

Figura 25. CHROMagar Candida™ Candida albicans CAT-43; B. C. glabrata
CAT-52; C. C. tropicalis CAT-56; D. C. krusei CAT-18R.
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Por las pruebas fenotipicas realizadas se diferencié a C. dubliniensis de
C. albicans en dos de los aislados (CAT-15V y CAT-18V). Las colonias de C.
dubliniensis en AT con halo filamentoso abundante y colonias de color
amarillento (Fig. 26), microscopicamente la presencia de abundantes
clamidoconidios dispuestos en racimo (Fig. 27 A y B), asi como crecimiento

negativo en APD.

Figura 26. Colonias en agar tabaco (AT) de C. dubliniensis

Figura 27. Clamidoconidios abundantes en racimo en examen directo de
crecimiento en AT y CAS (100 X) de C. dubliniensis A. Muestra de CAT-15V y
B. Muestra de CAT-18V.

En las muestras de los diversos catéteres se presentaron asociaciones
de especies de Candida. Del total de los aislados levaduriformes, el 35%
correspondio a la asociacion de especies de Candida obtenidas de catéteres

urinarios (Sonda Foley) (Tabla 21).
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Tabla 21. Asociacion de especies de Candida
MUESTRAS DE Candida spp.

CATETER

CAT-15V C. dubliniensis
CAT-15M C. glabrata
CAT-18V C. dubliniensis
CAT-18R C. krusei
CAT-18M C. glabrata
CAT-52V C. albicans
CAT-52M C. glabrata

En la Fig. 28 A, la placa de CH en el area superior se aprecia asociacion
colonial, con abundantes colonias color verde claro (C. dubliniensis) y pocas
colonias pequefias de color purpura y colonias color violeta. En las dos placas
inferiores de CH se aislaron las levaduras por dilucion y se observaron colonias
de color morado de lado inferior izquierdo (C. glabrata) y del derecho las de
color rosa con borde blanco, de superficie plana y aspecto seco (C. krusei). En
la Fig. 28 B, en la placa superior se observa la asociacion de colonias color
verde oscuro y morado; y las dos inferiores el aislamiento por dilucién de las

colonias.

Figura 28. Medio CHROMagar Candida ™ T -18 (C. dubliniensis, C.
glabrata'y C. krusei) y B. CAT-52 (C. glabrata y C. albicans)

Del total de aislados levaduriformes el 75% correspondié a especies de

Candida no albicans y el 25% a C. albicans (Fig. 29).
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Figura 29. Distribucion de las especies de Candida spp.

En la Fig. 30 se muestra que de las 8 especies de Candida identificadas las
dos principales fueron C. albicans (25%) y C. glabrata (20%).

Figura 30. Especies de Candida identificadas y obtenidas del area intraluminal
de los catéteres procesados.

Al analizar los resultados de la tabla 22 y 23, se muestra la relacion entre
las UFC de los aislados levaduriformes y bacterias obtenidas, el factor de
riesgo y la permanencia del catéter en el paciente. La colonizacién por Candida
se presentd en el 14% de los pacientes, ya que los catéteres procesados
presentaron un tiempo de permanencia <14 dias y las UFC fueron de 15
col/mL, asociados a una variabilidad de factores de riesgo (De 1 a 4). En
cambio la infeccion por Candida spp. se presento en el 38.3% de los pacientes,
con tiempo de permanencia del catéter >14 dias y UFC >1000 col/mL, con tres

0 mas factores de riesgo asociados.
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Tabla 22. Relacion entre los aislados obtenidos, factores de riesgo y el tiempo

de permanencia del catéter

FACTORES DE

CATETER No./UFC BACTERIAS LEVADURAS T.P.* RIESGO Y
LEVADURAS ENFERMEDAD
ASOCIADA
CAT-5 3 Pseudomonas  C. famata 8 Céncer de ovario
(CVC) aeruginosa
CAT-9 > 1000 NEGATIVO C. albicans 12 DM2,
(S. Foley) Antibioticoterapia
CAT-11 > 1000 Staphylococcus C. 6 Prematuro y bajo
((2) a haemolyticus parapsilosis peso
CVQC)
CAT-14 > 1000 Staphylococcus C.guilliermon 30 DM2, IRC,
(Tenckoff) cohnii dii Peritonitis
> 1000 Klebsiella C. Absceso cervical,
CAT-15 pneumoniae dubliniensis 16 DM2, FALLECE
(S. Foley) C. glabrata 23-04-12
Gastrolisis
CAT-18 > 1000 Escherichia coli  C. 8 disfuncional,
(S. Foley) dubliniensis Antibioticoterapia,
2 C. krusei Sangrado tubo
57 C. glabrata digestivo
Cancer, IVU ,
CAT-19 > 1000 Enterococcus C. tropicalis 11 Sepsis grave,
(S. Foley) faecalis Antibioticoterapia
FALLECIO
CAT-21 8 Staphylococcus C. albicans 22 Sepsis, VU, DM2,
51) b aureus antibioticoterapia
CVvC)
CAT-25 2 Staphylococcus C. glabrata 22 Sepsis, VU, DM2,
SZ)b aureus antibioticoterapia
CVC)
CAT-33 > 1000 NEGATIVO C. 3 Prematuro,  bajo
4° ‘CVC) parapsilosis peso, SEPSIS,
FALLECIO
CAT-37 50 Serratia C. 4 DM2, IRC,
(Mahurkar) marcesces parapsilosis Hemodidlisis,
antibioticoterapia
CAT-43 > 1000 Staphylococcus C. albicans 13 Neumonia
(CVC) haemolyticus nosocomial,
antibioticoterapia
CAT-47 DM2, IRC,
(Mahurkar) > 1000 Acinetobacter C. albicans 90 Hemodialisis,
baumannii antibioticoterapia.
FALLECIO
CAT-51 > 1000 Escherichia coli  C. krusei 13 DM2, IRC,
(Tenckoff) Peritonitis,

antibioticoterapia
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FACTORES DE

CATETER No./UFC BACTERIAS LEVADURAS T.P.* RIESGO Y
COLONIAS ENFERMEDADES
ASOCIADAS
CAT-52 > 1000 Escherichia coli  C albicans, 42 DM2, IVU, Anemia
(S. Foley) C. glabrata normocitica,
antibioticoterapia.
Evento vascular
CAT-56 > 1000 Escherichia coli  C. tropicalis 13 cerebral, IVU,
(S. Foley) Neumonia
nosocomial,

antibioticoterapia

IRC: Infeccion Renal Cronica, CAT-Numero: catéter y numero de muestra

*T.P.=Tiempo de permanencia (dias)

a Segunda muestra de catéter, la primera muestra CAT-10, mismo paciente

b Primer muestra: CAT-21, segunda muestra: CAT-25,ambas del mismo paciente

c Cuarta muestra de catéter, la tercera fue: CAT-31, la segunda:CAT-27 y la primera: CAT-23

Tabla 23. Relacion entre colonizacion e Infeccion en los pacientes asociados a

catéteres

Colonizacién No. % Infeccion No. %

Pacientes Pacientes
Colonizaciéon  por 10 72  Infeccién por 15 4410
bacterias Gram + bacterias Gram -
Colonizacién  por 2 14 Infeccion por 6 17.6
bacterias Gram - bacterias Gram +
Colonizacién  por 2 14  Infeccion por 13 38.3
Candida spp Candida spp.
Colonizacion 14 100 Infeccidn 34 100
TOTAL TOTAL

Al tomar en cuenta uUnicamente los resultados relacionados con el

aislamiento de levaduras a partir se encontré que el 90% de los aislados

levaduriformes a partir de las muestras de catéter se relacionaron con infeccién

y una mortalidad del 26.7% (en adultos en el 23.1% y en el recién nacido el

50%). Este fendbmeno se presentd en los casos en los que se aislaron especies

de Candida no C. albicans, comparada con C. albicans. Por otro lado, también

influyd el mayor tiempo de permanencia del catéter (Tabla 24).
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Tabla 24. Mortalidad asociada a los aislados de Candida spp. y permanencia

del catéter.
ESPECIE DE TIEMPO DE MORTALIDAD
LEVADURA PERMANENCIA
(DIAS)
C. albicans 12-90 1/5
C. parapsilosis 03-06 1/3
C. tropicalis 11-13 1/2
C.glabrata 08-43 1/4
C. dubliniensis 08-16 1/2

Resultados de la prueba de sensibilidad a los antifungicos.

En la tabla 25 se muestra los resultados de la CMI obtenida para los 8

antifungicos probados frente a los 23 aislados obtenido y se compararon con

los criterios de sensibilidad, sensible dosis dependiente y resistente descritos
en el documento M27-A3 del CLSI?.

Tabla 25. Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL) obtenida en los diversos
antifungicos frente a las levaduras aisladas.

CLAVE ESPECIE KTz FLZ ITZ VRZ PZC AMB CSF ANF
ATCC C. glabrata 0.03 2.0 0.06 0.125 0.125 4.0 0.5 0.125
2002 C. albicans 16.0 2.0 16.0 1.0 0.25 1.0 0.25 0.06
1721372
YMA-579 C. dubliniensis  0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 1.0 0.25 0.06
CAT-5 C. famata 0.03 2.0 0.06 0.125 0.125 4.0 0.5 0.125
CAT-9 C. albicans 16.0 64.0 16.0 16.0 16.0 1.0 0.125 0.06
CAT-11 C. parapsilosis ~ 0.25 0.125 0.06 0.06 0.06 1.0 2.0 1.0
gAT-M C.qguilliermondii ~ 0.03 0.125 0.03 0.25 0.25 0.5 0.125 0.125
CAT-15V  C. dubliniensis  0.125 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0125 0.06
CAT-15M C. glabrata 16.0 2.0 0.5 0.5 16.0 0.5 025 0.06
CAT-18V  C. dubliniensis  0.03 0.125 0.03 20 0.03 0.5 0.125 0.06
CAT-18R C. krusei 2.0 4.0 0.5 0.5 0125 2.0 1.0 0.25
CAT-18M C. glabrata 2.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 025 0.06
CAT-19 C. tropicalis 16.0 64.0 0.125 16.0 0.5 1.0 0.25 0.06
CAT- C. albicans 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 0.5 0.125 0.06
?Ag')- C. glabrata 0.5 2.0 16.0 2.0 0.25 1.0 0.25 0.06
éspg')- C. parapsilosis 0.5 0.125 0.03 0.06 0.06 1.0 16.0 2.0
g%‘?')-37 C. parapsilosis  0.125 2.0 0.03 0.03 0.03 1.0 16.0 2.0
CAT-43 C. albicans 16.0 16.0 4.0 16.0 16.0 1.0 025 0.06
CAT-47 C. albicans 2.0 64.0 1.0 8.0 16.0 1.0 0.125 0.06
CAT-51 C. krusei 0.03 0.125 0.03 0.03 0.03 16.0 16.0 4.0
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CLAVE ESPECIE KTZ FLZ ITZ VRZ PZC AMB CSF ANF

CAT-52v  C. albicans 16.0 64.0 16.0 16.0 16.0 40 025 0.06
CAT-52M  C. glabrata 1.0 1.0 1.0 1.0 0.25 40 025 0.06
CAT-56 C. tropicalis 1.0 2.0 2.0 16.0 0.5 1.0 4.0 0.06
Promedio 20 aislados 4.48 14.44 2.92 478 421 212 29 051

Rojo= resistentes; Azul= sensible-dosis dependiente; Negro= sensibles

En la Fig. 31 se presenta la grafica de las CMI de la actividad de los 8
antifungicos probados contra los diversos aislados levaduriformes problema.
De todos los antifungicos los que mostraron la mayor actividad fueron
anfotericina B y anidulafungina, ya que a la menor concentracién del
antifungico (0 3 pg/mL y pug/mL, respectivamente , se observo el 100%
de inhibicion del crecimiento de las levaduras en el 75% y 85%,
respectivamente. De los cuatro triazoles (FLZ, ITZ, VRZ, PZC) probados, el que
mostrd la mayor actividad fue fluconazol, ya que el 80% de los aislados fueron

sensibles.

Figura 31 CMI (ug/mL) de los antifungicos evaluados' KTZ: ketoconazol; FLZ:
fluconazol; ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol, PZC: posaconazol, AMB:

anfotericina B, CSF: caspofungina y ANF: anidulafungina

De los antifungicos evaluados los que mostraron la mayor resistencia fueron

ketoconazol en un 50%, seguido por itraconazol en el 40% (Fig.32).
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Figura 32. Resistencia de los asilados levaduriformes a los antifungicos

La actividad de todos los antifungicos contra las diversas especies de Candida
se observa en la Fig. 33, donde el 80% de los aislados de C. albicans
presentaron resistencia a 4 de los azoles (KTZ, ITZ, VRZ y PZC); el 60% a
FLZ; y solo el 20% a CSF. El 20% de los asilados mostro resistencia a 6 de los
antifungicos (KTZ, ITZ, VRZ, PZC, FLZ y CSF). En cambio, C. parapsilosis
presentd resistencia a las dos equinocandinas, CSF y ANF, en el 100% de los
aislados y en el 66.6%, respectivamente. C. glabrata presenté resistencia frente
a tres de los azoles el 75% de los aislados para ITZy KTZ y el 50% para PZC.
El 100% de los aislados de C. tropicalis fue resistente frente a KTZy VRZ, y el
50% a FLZ, ITZ y CSF. Por otra parte el 100% de los aislados de C. krusei
mostré resistencia frente a AMB y en el 50% a CSF, ANF y KTZ. Finalmente
C.dubliniensis fue SDD frente a VRZ.
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Figura 33. Relacion entre la resistencia de las especies de Candida a los
diversos antifungicos.
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6. DISCUSION

Las levaduras del género Candida son los principales hongos causantes de
fungemias, llegan al torrente sanguineo, en su mayoria procedentes de la piel,
a través de los dispositivos médicos (CVC), a los cuales pueden adherirse por
la secrecion de proteinas glicosiladas y posiblemente formen biopeliculas®.
Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que el 86% de la
colonizacion de los catéteres se debe a bacterias Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae y Acinetobacter baumannii), seguidas de bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, S. haemolyticus, Staphylococcus epidermidis y
Enterococcus faecalis), y solo el 14% se relaciond con Candida spp.
Mundialmente, la mayoria de descripciones de aislamientos que colonizan los
catéteres fueron principalmente bacterias Gram positivas 22323955 59,66, 69, 85,121
Por otro lado en el presente trabajo, el 60% de los aislados se asocidé con
infecciones por bacterias; este hallazgo fue similar a lo reportado por otros
autores®®, aparentemente por la formacién de biopeliculas microbianas,
situacién que ha ido en aumento en los Ultimos afios®* *. En el presente
estudio el 38.3% se relacion6 con infeccion causada por especies de Candida,
a diferencia de los reportes de Peman J y cols®” y Horn D. y cols*® que va del
8% al 10.4%.

El aislamiento de levaduras se incrementa aparentemente con la

variacion en las técnicas cuantitativas como lo han descrito varios autores '

23109 an el presente trabajo con la modificacion en la técnica de obtencion del
espécimen se aislaron levaduras del género Candida en el 35% de las
muestras procesadas. Otra posible explicacion es la utilizacién de medios de
cultivo mas sensibles y especificos para el aislamiento de levaduras, que a
diferencia de la técnica usada en el laboratorio de Microbiologia y medios de
cultivo para el aislamiento de bacterias, disminuye el desarrollo de levaduras.
En el presente estudio el uso de cuatro medios, permitié saber el indicador de
sensibilidad, el cual mostré la capacidad del medio de cultivo para permitir solo
el crecimiento de colonias levaduriformes y la especificidad confirmo6 la

presencia del crecimiento de levaduras en el medio y de que existe, una baja
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frecuencia con levaduras y bacterias (falsos positivos); en este caso el valor de
sensibilidad mas alto fue obtenido con CH (70.6%) y una especificidad del 95%,
seguido por BC con una sensibilidad del 30.3% y con especificidad del 96%.
Los valores mas bajos de sensibilidad fueron del 25% y 20.7%, la cual
correspondié a ADS-CIP y ADS-CC, respectivamente. Posiblemente los valores
bajos de sensibilidad obtenidos pueden deberse a la resistencia de los
antimicrobianos contra las bacterias utilizados en los medios de cultivo. Otros
parametros que reforzaron los resultados fueron la obtencién de los valores de
VPP y el VPN, los cuales indicaron la probabilidad de que solo en el medio se
desarrolle crecimiento de levaduras, para CH el VPP fue de 85.7% y el VPN de
95%; Con BC el VPP fue de 90.9 % y el VPN de 96%; los valores para los otros
dos medios fueron mas bajos. Con las pruebas anteriores y con base en el
estudio de Albert A. y cols® el medio que resulté mas sensible y especifico para
el aislamiento primario y la identificacion presuntiva de levaduras del género
Candida fue CHROMagar Candida™. A pesar del resultado este medio se
debe complementar con pruebas morfoldgicas vy fisiolégicas para identificacion
final del agente.

Es importante tomar en cuenta que los hongos que forman parte de la
microbiota comensal de la piel serian los principales microorganismos que
podrian desencadenar diversos mecanismos para invadir los tejidos del

50,80,116 76,118

hospedero , por la transformacion o dimorfismo

76,81,119

, la capacidad de

adherencia y la formacion de biopeliculas en las superficies de los

4, 14,20,25, 56, 75 27,113.

diversos tipos de los catéteres y colonizar estos dispositivos ;

aunado a la carga fungica, el tiempo de permanencia del catéter y factores de

32,66,86,89.94.96.97.119 " Thqos estos factores

riesgo inherentes a los pacientes
podrian estar involucrados y desencadenar una infeccion en el hospedero.
Recientemente, Chander y cols?? aislaron a Candida en el 5.8% como causante
de infecciones sanguineas detectadas por hemocultivos en pacientes
ingresados principalmente en la UCI, de los cuales 9.8% de los pacientes se
les aplic6 CVC. En el presente estudio la asociacion con este factor de riesgo
fue de 31%, resultado similar al reportado por otros investigadores®® 85198
Ademas de la administracion de antimicrobianos de amplio espectro y DM2
fueron otros dos factores de riesgo relacionados a la presencia de levaduras en
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el catéter como colonizacion y/o agente causal de infeccion sanguinea,
hallazgos observados en el presente trabajo y que coincidieron con los reportes

de otros autores 220688  Agi

mismo, la asociacion con DM2 que afectd
principalmente a las mujeres y fue un factor que aparentemente ha aumentado
el potencial de colonizacion por Candida spp., observacion también descrita por
Seddiki y cols'®.

Los resultados de este estudio coinciden con la tendencia reportada en
diversas partes del mundo, donde la frecuencia de colonizacion e infeccion por
las especies de Candida estuvo relacionada a la aplicacion del catéter en los
pacientes con enfermedades graves, principalmente por las especies de
Candida diferentes a C. albicans® 27+ 3% 40. 49. 63, 82, 88102108 | 5 edad fue otro
parametro que se tomo en cuenta en la colonizacion de los catéteres por
Candida spp., con base en los resultados obtenidos, los pacientes mas
afectados fueron los adultos mayores y los recién nacidos, similar a la
descripcion por otros autores & 2%, En los adultos ademas se asocié a dos
factores mas (antibioticoterapia y DM2), donde la principal especie aislada fue
C. albicans (25%), similar a la descripcién de la literatura® 2" *%%8 Otra de las
especies aislada en estos pacientes fue C. glabrata (20%), similar a lo
reportado en EUA y contrario a las descripciones de América Latina (5-8%) 2"
82, 87.93 Mientras que, en los recién nacidos de bajo peso y prematuros; asi
como pacientes adultos sometidos a hemodialisis, la especie que predomind
fue C. parapsilosis, estos resultados coincidieron con lo reportado en América
Latina y Espafia®” 40 8387, 93

De acuerdo a los estudios en América Latina, C. tropicalis se ha aislado
en el 15% a 21%, donde los factores asociados son neoplasias e infeccion de
vias urinarias y administracion de antibidticos de amplio espectro por tiempo
prolongado® °2%. En el presente estudio se aislo en el 10% de los casos, este
porcentaje es menor al reporte de Gonzalez G y cols*.

Otras de las especies aisladas fueron C. krusei y C. dubliniensis, en el
10% y 5%, respectivamente, en comparacién a la descripcion en diferentes
zonas geograficas que va del 2% al 4%%'%. De un paciente se aislé la
asociacion de las dos especies del mismo dispositivo diversos factores de
riesgo (gastrolisis disfuncional, sangrado de tubo digestivo y administracion de
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antibidticos de amplio espectro) y en otro paciente la asociacion de C.
dubliniensis fue con C. glabrata, cuyos factores de riesgo del paciente fueron
DM2, peritonitis y tratamiento con antibidticos.

Por otro lado, C. dubliniensis, generalmente no se ha asociado a
infeccion sanguinea relacionada a CVC; esta especie es causante de
candiduria asociada a DM2 y antibioticoterapia’>. En el presente estudio se
aislé de un paciente con IVU, hallazgo que coincide con Jain y cols®?.Candida
guilliermondiiy C. famata se asilaron en un 5% similar a la anterior y concuerda
con el rango de 3% a 5% reportado en la literatura *> %> 492 En el presente
estudio los factores de riesgo que presentaron los pacientes, en quienes se
asociaron estas especies fueron peritonitis, DM2 y cancer.

En este trabajo la colonizacidon por especies de Candida se observd en
los catéteres que permanecieron de 4 a 8 dias en el paciente y no presentaron
sintomas asociados (fiebre, >38°C, hipotension, oliguria, eritema, material
purulento en el sitio de entrada y/o salida); el nimero de UFC obtenido <10°
colonias/mL; estos resultados coincidieron con lo reportado por varios
autores'” %% donde asocian una permanencia <14 dias para la colonizacion.
En cambio en el establecimiento de la infeccion por Candida, el tiempo de
permanencia del catéter fue de11 a 16 dias con un promedio de 14.3 + 13.2
dias y el numero de UFC >1000 colonias/mL, ademas de la presencia de mas
de dos factores de riesgo en los pacientes y con sintomas de septicemia, estos

hallazgos son similares a la descripcién de diversos autores '® 17+ 9697, 59

0s
cuales sefialaron que la permanencia de catéteres >14 dias, es comun la via
de colonizacién mas frecuente sea la intraluminal, aunado a la carga fungica
serian probablemente los dos factores mas criticos para el desarrollo de la

infeccion por Candida.

Otra observacion realizada que cabe mencionar son interacciones
relacionadas a la infeccion por el establecimiento posiblemente de biopeliculas
en los catéteres, de las cuales fueron catalogadas de tipo monomicrobiana
como en el caso de la muestra CAT-9, donde solo se aisloé C. albicans; también
se observaron tipo polimicrobiana, como en la muestra CAT-21 con la
interaccidon entre Staphylococcus aureus y C. albicans. De acuerdo a lbarra-
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Trujillo C y cols® esta interaccion tiene un efecto sinérgico, por el incremento
de la virulencia de la biopelicula. Otra interaccion interesante de mencionar es
la de Pseudomonas aeruginosa con Candida famata, con base en el estudio de

Holcombe LJ*

, esta interaccion aparentemente tiene un efecto antagdnico
puesto que la bacteria Gram negativa secreta una sustancia llamada 3-oxo0-C12
que ocasiona la muerte de la levadura, aunque se obtuvo aislamiento
levaduriforme solo en BC; puede ser que la presencia de esta bacteria haya
ocasionado una inhibicion en el crecimiento de esta especie, aunado a la
velocidad de crecimiento bacteriano mayor a la levadura, lo que posiblemente
no permitid el desarrollo en los medios de cultivo utilizados en 7 muestras de
catéter procesadas, donde se aisl6 solamente esta bacteria y ninguna especie
de Candida. También debe tomarse Ila capacidad anti-Candida de
Pseudomonas aeruginosa, fenémeno descrito desde hace 19 afios®, ya que

aparentemente el pigmento (piocinina) ">

producido por esta bacteria tiene
efecto inhibidor sobre el crecimiento de diversas especies de Candida lo que
podria explicar la ausencia de crecimiento en agar sangre y manitol. Por otro
lado las purpurinas de esta bacteria han demostrado que evita el desarrollo de

las hifas que son esenciales para la invasion del tejido por Candida'®.

Es de llamar la atenciéon que en la muestra CAT-18 se presentd una
interaccidén agonista entre la asociacion de C. albicans, C. krusei y C.glabrata
con E. coli; de acuerdo a las observaciones de Samaranayake LP y cols'® C.
krusei produce sustancias capaces de inhibir el crecimiento de C. albicans,
pero a pesar de la presencia de esta especie, en el presente trabajo se observo
el desarrollo de >1000 colonias/mL de C. albicans, ademas si se toman en
cuenta los factores de riesgo, probablemente esta especie fue la causante de la

infeccion en el paciente.

Otro de los hallazgos relacionados con la duracion y el tipo de catéter,
como en el caso de la muestra CAT-47 de tipo Mahurkar, donde se aislé a C.
albicans, del catéter de paciente con varios factores de riesgo entre ellos DM2,
insuficiencia renal crénica en tratamiento con hemodidlisis, cuya tiempo de
permanencia fue de 90 dias. Este paciente recibié tratamiento con

antimicrobianos de amplio espectro para controlar el aislamiento de
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Acinetobacter baumannii; posiblemente el uso de los antibidticos pudo
ocasionar que C. albicans se comportara como patégeno y expresara diversos
factores de virulencia y la mortalidad del paciente. Esta combinacién de los dos
microorganismos es antagonica, ya que Shirtliff M. y cols"! demostraron que
C. albicans produce farnesol capaz de inhibir a las bacterias Gram negativas y

potenciar la infeccion por la levadura.

Diversos autores " “*®" han reportado que C. parapsilosis es causante
en 27.6% de septicemias en neonatos la mortalidad que se ha presentado en
estos pacientes es menor (23.7%) comparada con C.albicans que es 45.6% *°.
En el presente esta especie fue aislada a partir de un CVC (CAT-33) que
correspondio a un paciente prematuro y fue aparentemente el causante de su
fallecimiento. EI CVC fue procesado en cuatro recambios, en el cuarto se
obtuvieron numerosas colonias de C. parapsilosis solo en CHROMagar
Candida™ y ningun aislado bacteriano; es relevante mencionar que las tres
muestras anteriores de catéteres, el primero con duracién de 8 dias en el
paciente se aislo Escherichia coli, el segundo duré 6 dias y no se obtuvo
ningun microorganismo, a partir del tercer catéter que duré 3 dias se aislo
Staphylococcus haemolyticus. El paciente presentd manifestaciones de
septicemia desde el procesamiento del primer catéter, probablemente no se
detectd C. parapsilosis desde la primera muestra, debido a la formacion de la
biopelicula polimicrobiana en las paredes internas del dispositivo; un elemento
importante a tomar en cuenta es la velocidad de crecimiento, que es mayor
para las bacterias, comparada con las levaduras, ademas de la competencia
por los nutrientes'? a veces una opcién oportuna es retirar el catéter a tiempo*°,
aunque en el paciente de este estudio no fue de utilidad a pesar de que el
tiempo promedio de la permanencia del catéter fue corta (5 dias), la evolucién
fue fatal.

De acuerdo con el estudio de Horn DL y cols*® C. tropicalis es la tercera
especie causante de candidemias (8.1%), cuyos factores de riesgo fueron
diversas enfermedades generales y procedimientos terapéuticos. En este
trabajo esta especie se aislé del catéter (CAT-19) de una paciente femenino,
adulta, con DM2 descompensada, IVU, cancer y administracion de antibioticos
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de amplio espectro y permanencia de 11 dias; curso con septicemia y fallecié.
Esta especie se asocid con Enterococcus faecalis los cuales aparentemente
tienen la capacidad de formar biopeliculas polimicrobianas y presentan un

efecto agonista asociado a infeccion #5117,

La asociacion de C. dubliniensis y C. glabrata (CAT-15) se relacion6 con
el fallecimiento de una paciente del género femenino, con un absceso cervical,
DM2, con un tiempo de permanencia del catéter de 16 dias, existié interaccion
en la biopelicula polimicrobiana de levaduras con bacterias (Klebsiella
pneumoniae) es posible que la combinacidon tuvo un efecto agonista en la
prolongacion de la infeccién y el fallecimiento del paciente como lo ha

reportado Samaranayake y cols '%.

La causa mas probable del fallecimiento de este tipo de pacientes se
debe a la interrelacion de multiples factores como la infeccidén secundaria por la
aplicacion de catéteres, la especie de Candida colonizante, la interaccion
polimicrobiana de la biopelicula, los factores de riesgo asociados e inadecuada
terapia. EI mayor numero de especies de Candida no C. albicans estan
asociadas a mayor mortalidad comparada con C. albicans. Otro factor a tomar
en cuenta es el tiempo prolongado de permanencia del catéter en el paciente.
En este trabajo el mayor tiempo de permanencia fue de 12 a 90 dias, que
correspondio a C. albicans; mientras que con C. parapsilosis, el tiempo fue de 3
a 6 dias. La colonizacion de Candida en catéteres podria ser un marcador que
va a indicar candidosis invasiva®’, analizando los factores de riesgo del
paciente; el inicio de tratamiento antifUngico en muchas ocasiones se retrasa
hasta la confirmacion de la candidemia, lo cual podria explicar la elevada

mortalidad de este proceso.

La administracion oportuna de diversos antifungicos es para limitar el
desarrollo de las levaduras. Fluconazol es de los antifungicos mas comunes
que se indican en las candidemias (67.7%), seguido por caspofungina (38.1%)
y en menor proporcién voriconazol (6.7%). Independiente de la sensibilidad de
la levadura a los diversos antifungicos la mortalidad varia del 30 al 81% en

candidemias’. En este estudio del total de pacientes con aislados
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levaduriformes el 26.7% presentd evolucion fatal; en adultos represento el
23.1% y en neonatos el 50%. De acuerdo a la descripcion Del Palacio y cols?’
la tasa de mortalidad de adultos se ubica entre un 15% y un 40%, es decir, los
resultados estan dentro, pero difiere con la tasa de mortalidad para neonatos
que esta entre el 10 y el 15%.

Con base en los resultados de la sensibilidad antifungica in vitro en los
asilados levaduriformes obtenidos se observdo que FLZ presentdé la mayor
actividad frente a las diversas especies de Candida que fue similar al estudio
de Pfaller MA®'. En cambio frente a VRZ, triazol de 22 generacion molécula
derivada de FLZ, presentdé una actividad menor, el 30% de los aislados
mostraron resistencia a este antifungico, comparada con el 20% a FLZ, esto
coincide con el reporte de Cuenca-Estrella® y Pfaller MA%®, donde la resistencia
fluctua de 10% a 30% para FLZ. Cabe mencionar que el PZC también es otro
triazol de 22 generacioén con una actividad in vitro cuatro veces mayor al ITZ*,
en el presente estudio se observo que efectivamente la actividad del PZC fue
mayor a la de ITZ, ya que el porcentaje de sensibilidad fue de 70% y 60%,
respectivamente.

Candida albicans presentdé una resistencia alta frente a los
az0les26:52:91.93
C. albicans fue resistente a KTZ, ITZ, PZC, VRZ y el 60% a FLZ. Por otro lado
diversos autores coinciden con un aumento en la resistencia de C. glabrata

frente a los azoles® 3 °'; este hallazgo se relaciona con lo obtenido en este

en este trabajo se observé que cerca del 80% de los asilados de

estudio, ya que el 75% mostro resistencia a KTZ e ITZ y el 50% a PZC. En C.
tropicalis se encontro resistencia cruzada a los azoles ya que todos los aislados
fueron resistentes a KTZ y VRZ, la mitad mostro resistencia frente a FLZ e ITZ.
En el presente estudio, se evaluaron dos equinocandinas ANF y CSF, la
anidulafungina es la que presenté mayor actividad para inhibir el crecimiento de
las especies de Candida; algunos autores han descrito que C. parapsilosis y C.
krusei han presentado resistencia a las equinocandinas® . En el presente el
100% de los aislados de C. parapsilosis presento resistencia a CSF y el 66.6%
a ANF, mientras que el 50% de los aislados C. krusei fue resistente a CSF y a
ANF. Espinel-lngrof33 reportd que se requieren concentraciones minimas
inhibitorias mas bajas para ANF que para CSF, lo cual coincide con este
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trabajo. De acuerdo con Ramage y cols® describieron la persistencia en la
resistencia en C. krusei y C. albicans frente a anfotericina B; esto coincide con
el presente estudio donde el 20% de los aislados de C. albicans, el 100% de C.
krusei y el 25% C.glabrata mostraron dicha resistencia.

Uno de los mecanismos de resistencia a los antifungicos en las
especies de Candida es la formacion de biopeliculas por la interaccién de
especies de Candida con E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y Enterococcus
faecalis, esta asociacion de microorganismos incrementa la viscosidad de la
matriz lo que ocasiona la disminuciéon en la velocidad de difusion y en la
actividad de los antiftngicos 2% 3%1% | 3 resistencia a los antiflingicos es una
de las principales explicaciones que se presentan en las infecciones
nosocomiales que desencadenan en el agravamiento del paciente, estancia
prolongada y resulta la mayoria de las veces en su fallecimiento'%.

La importancia de estos trabajos, es identificar oportunamente a la
levadura causante de fungemias en los pacientes que presentan multiples
factores de riesgo, a los cuales se les ha aplicado algun dispositivo médico, de
tal manera que podria ser un marcador sustituto para indicar una micosis
invasiva®” ''°. El retraso en la administracion del tratamiento antifiingico eleva
la mortalidad en estos pacientes, aunado a la remocién tardia del catéter
venoso central, lo cual tiene un efecto primordial para evitar la diseminacién de

la levadura.
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. CONCLUSIONES

Con la variacidén en la técnica de toma de muestra, en el 35% de los
catéteres hubo desarrollo de diversas especies de Candida en la pared

intraluminal.

Los principales factores de riesgo relacionados a la infeccion fueron la
administracion de antibidticos de amplio espectro y diabetes mellitus tipo
2. El 14% de los asilados se relaciond con la colonizacién de los
catéteres, el tiempo de permanencia en el paciente fue de 4 a 8 dias; y

el 38.3% con infeccién, con un tiempo de permanencia mayor a 14 dias.

CHROMagar Candida ™ fue el mas sensible y especifico en el
aislamiento primario, la identificacion presuntiva y asociaciones de

especies de Candida spp.

El 75% de los aislados correspondié a diferentes especies de Candida y

el 25% a Candida albicans.

La tasa de mortalidad relacionada con Candida spp. fue del 26.7%, el

23.1% correspondio a pacientes adultos y el 50% a neonatos.

De los siete antifungicos probados el que mostrd la mayor resistencia fue
ketoconazol (50%) y la menor anidulafungina (15%). contra las diversas

especies de Candida.

Candida albicans presentd resistencia cruzada frente a los azoles, el
80% de los aislados a ketoconazol, itraconazol, voriconazol vy
posaconazol. Mientras que el 75% de los aislados de C.glabrata a

ketoconazol e itraconazol y el 50% a posaconazol.

Todos los aislados de C. parapsilosis mostraron resistencia solo a las
equinocandinas, en el 100% a caspofungina y en el 66.6% a

anidulafungina.

El 50% de los aislados C. krusei mostré resistencia a las equinocandinas

y el 100% frente a anfotericina B.
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PERSPECTIVAS

1.- Realizar ensayos in vitro de formaciéon de biopeliculas sobre diversos

dispositivos con los aislados de Candida spp. obtenidos de catéteres.

2.- ldentificar y cuantificar por microdilucion en placa las especies con

capacidad de formar biopeliculas

3.- Determinar la relacion entre la resistencia a los antifungicos y la formacién

de biopeliculas por las diferentes especies estudiadas.
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ABREVIATURAS

°C

Mg

um

A.C
ADS
ADS-CC

ADS-CIP

AMB

ANF

Aprox.

BC

C.albicans
C.dubliniensis
C.famata
C.glabrata
C.quilliermondii
C.krusei
C.parapsilosis
C.tropicalis
Ca?"
CAT-Numero
CE

CH

CMI

Col/mL

CSF

CvC

DM2

DMSO

FLZ

h

HM

IgA

IRC

ISRC

ISSSTE

ITZ
VU
K+
KTZ
Mg %*

Grados Celsius
microgramos
micrémetros
Antes de Cristo

Agar Dextrosa Sabouraud

Agar Dextrosa

Sabouraud

Cicloheximida y Cloranfenicol

Agar Dextrosa
Ciprofloxacino
Anfotericina B
Anidulafungina
Aproximadamente

Sabouraud

Agar Brillante Candida ™

Candida albicans

Candida dubliniensis

Candida famata
Candida glabrata

Candida guilliermondii

Candida krusei

Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Cation calcio

Numero de Catéter

Células Epiteliales

CHROMAgar Candida ™

Concentracion Minima Inhibitoria

Colonias por mililitro

Caspofungina

Catéter Venoso Central
Diabetes Mellitus Tipo 2

Dimetilsulfoxido
Fluconazol

horas

Harina de Maiz
Inmunoglobulina A

Infeccion Renal Crénica
Infeccidbn Sanguinea Relacionada a

Catéter

mas

mas

Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales para los Trabajadores del

Estado
Itraconazol

Infeccion de Vias Urinarias

Cation potasio
Ketoconazol
Catidon magnesio
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mL
Na*

PzC
SDD
SIDA

spp.
UCI
UFC
UNAM

VIH
VPN

VPP
VRZ

mililitros

Catioén sodio

Valor de acidez

Posaconazol

Sensible Dosis Dependiente
Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida

especies

Unidad de Cuidados Intensivos
Unidades Formadoras de Colonias
Universidad Nacional Auténoma de
México

Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

Valor Predictivo Negativo

Valor Predictivo Positivo

Voriconazol
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ANEXOS. MEDIOS DE CULTIVO Y TINCIONES.

ADS (Agar Dextrosa Sabouraud) (BD BIOXON ®)

Componentes
Peptona 109
especial
Glucosa 20 g
Agar-Agar 159

Agua destilada 1000 mL

Es el medio clasico de aislamiento, utilizado de forma universal para la

identificacion y mantenimiento de los hongos saprobios y patégenos.

Preparacion.
Preparar 1000 mL de medio, agregar 65 g de ADS, y posteriormente agregar
agua destilada, calentar el medio hasta disolucion, y por ultimo esterilizar

durante 15 min a 121 °C, dejar enfriar y verter en cajas Petri.

ADS (Agar Dextrosa Sabouraud con antibiéticos) (BD BBL ™ Mycosel ™)

Componentes
Peptona de soya 1049
Glucosa 2049
Agar-Agar 15 ¢
Cloranfenicol 50 mg
Actidiona 400 mg
(cicloheximida)
Agua destilada 1000 mL

Este medio se utiliza para el aislamiento de hongos patdégenos cabe sefialar
que la cicloheximida inhibe el desarrollo de los hongos contaminantes y el

cloranfenicol inhibe las bacterias.

Preparacion.
Disolver 36 g del agar, agregar los 1000 mL de agua destilada esterilizar

durante 15 min a 121 °C, calentar el medio hasta disolucion, dejar enfriar y

verter en cajas Petri.
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Agar Harina de maiz (BD BBL ™) adicionado con Tween 80

Componentes

Infusion de harina de 2.0g
maiz

Agar 15.09
Agua destilada 1000 mL

pH 6.0+2.0

Se utiliza para la produccion de pseudohifas de levaduras del género Candida y
produccion de clamidoconidios.

Preparacion.

Disolver en 1000 mL de agua destilada 17 g de agar harina de maiz, disolver
por calentamiento, anadir Tween 80 al 1%, mezclar y esterilizar a 121 °C por 15

min, dejar enfriar y verter en cajas Petri.

CHROMAgar Candida ™ (BBL ™)

Componentes
Cromopeptona 10g
Glucosa 20g
Mezcla cromégena 20g
Cloranfenicol 05¢g
Agar 15 ¢
Agua destilada 1000 mL

Este medio se utiliza para diferenciar las especies de Candida por color de la
colonia, color verde para C. albicans, azul para C, tropicalis, morada C.

glabrata y de color rosado con halo blanco para C. krusei.

Preparacion.

Disolver 47,7 g de medio de cultivo en 1000 mL de agua destilada estéril,
calentar, agitar constantemente de forma lenta hasta que la mezcla sea
homogénea y llevar a ebullicion durante 2 min, finalmente dejar enfriar y verter

en cajas Petri.
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Agar Brilliance ™ Candida

Componentes
Peptona 40 g
Mezcla cromégena 136 g
Ciprofloxacino 05¢g
Agar 136 g
Agua destilada 1000 mL

Medio de cultivo selectivo, diferencial para las especies de Candida por color
mediante cromdgenos, las colonias color verde son indicativo de C. albicans,
color rosado para C. parapsilosis, color beige para C. glabrata y para C.

tropicalis color azul.

Preparacion.
Disolver 31.2 g del medio de cultivo con 1000 mL de agua estéril, calentar,
agitar constantemente hasta ebullicion durante dos minutos, dejar enfriar a 45

°C y adicionar el antibiético en esterilidad y verter en cajas Petri.

Agar Tabaco
Componentes
Tabaco natural 50.0 g
Bacto Agar BD BIOXON 136 g
Agua destilada 1000 mL

Se utiliza para la diferenciacion de especies: C. albicans de C. dubliniensis con
base en la morfologia caracteristica, es decir, la formacion de clamidoconidios

solitarios o en racimo.

Preparacion.

Poner a ebullicion 20 g de tabaco en agua destilada durante 30 min, filtrar esta
infusion por una gasa y aforar al volumen inicial, adicionar esta solucién
obtenida al Bacto agar™, calentar hasta disolucion de la mezcla, ajustar a un
pH de 5, esterilizar el medio durante 15 min a 121°C, dejar enfriar y verter en

cajas Petri
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Agar caseina modificado

Componentes
Leche semidescremada Svelty 1.0 ¢
®
Bacto Agar BD BIOXON ® 15.0 g
Agua destilada 1000 mL

Este medio de cultivo se utiliza para diferenciar las especies de C. albicans de

C. dubliniensis mediante la morfologia microscopica.

Preparacion.

Primero disolver la leche en 500 mL de agua destilada.

Por otro lado adicionar los 500 mL de agua destilada a los 15 g del Bacto agar,
calentar la mezcla hasta completa disolucion, ajustar a un pH de 8.0, esterilizar
en autoclave a 121 ° C por 15 min y dejar enfriar.

Finalmente adicionar la primera mezcla de leche a la mezcla con el Bacto agar,

agitar hasta la incorporacion completa y verter en cajas Petri.

Agar Papa Dextrosa (BD BIOXON ®)

Componentes
Infusion de papa 409
Glucosa 20g
Mezcla cromégena 20g
Agar 15 ¢
Agua destilada 1000 mL

pH final de 5,6 £0.2

Preparacion.
Adicionar el agua destilada a 39 g de agar papa dextrosa, calentar hasta la
disolucion del agar, ajustar el pH a 5.6 y esterilizar el medio de cultivo a 121° C

durante 15 min.
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a

Tabla 11. Componentes del Medio de cultivo RPMI

Sustancias Cantidad
RPMI 1640 10,40 g
Solucion
amortiguador 34,53 g
a MOPS °
Agua 1000 mL
destilada
NaOH 1M ajustar pH=7,0+£0,1

@ RPMI: Roswell Park Memorial Institute: Adicionado con
%Iutamina,y rojo de fenol sin bicarbonato
MOPS: Acido morfolino propano sulfénico

Preparacion del medio RPMI.

Disolver el MOPS en 500 mL de agua quimicamente pura, agitar la mezcla y
ajustar a pH 7.0 = 0,1 utilizando NaOH 1M, agregar RPMI, ajustar pH 7,
finalmente aforar a 1000 mL. Esterilizar por filtracion a través de Unidades filtro

de 0.2 ym de diametro. Conservar a 4°C.

Examen directo mediante azul de algodén
Se utiliza para realizar exdmenes directos a cultivos, es rapida, tifie la pared de

los hongos permitiendo visualizar facilmente las estructuras fungicas

Procedimiento.
a) Depositar una gota de colorante sobre un portaobjetos
b) Tomar con asa parte de la colonia y depositarla sobre la gota de
colorante
c) Disgregar la muestra con el colorante perfectamente y colocar un
cubreobjetos

d) Realizar la observacion de la preparacién al microscopio éptico.
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Tincién Gram

Se emplea para tefir productos biolégicos humedos, la coloracidn roja indica
afinidad por la safranina, como en el caso de las bacterias Gram negativas y la
coloracion morada afinidad por el cristal violeta como en el caso de las

bacterias Gram positivas o estructuras fungicas.

Procedimiento.

a) Realizar un frotis y fijarlo con calor

b) Adicionar el cristal violeta y reposar por un minuto la preparacion,
posteriormente lavar con agua corriente.

c) Adicionar el colorante lugol , reposar por un minuto y lavar con agua
corriente

d) Decolorar con 10 a 20 gotas de una solucién de alcohol-acetona al 50%
y lavar ligeramente con agua corriente.

e) Adicionar safranina, reposar durante 30 segundos y lavar con agua
corriente

f) Dejar secar la preparacién y observar con el microscopio optico.
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