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V. RESUMEN

La formacion de biopeliculas esta asociada con el aumento de las infecciones en
dispositivos de implantes médicos sobre todo en pacientes inmunosuprimidos, esto
implica un reto en la salud publica ya que Candida es la tercera causa de infecciones
asociadas a catéteres, lo que representa la segunda mas alta tasa de colonizacién y la
mayor en lo referente a la mortalidad. La formacion de biopeliculas de Candida tiene
repercusiones clinicas debido a una mayor resistencia a la terapia antifungica y la
capacidad de las células dentro de las biopeliculas para resistir las defensas del
huésped, ademas de que, puede servir como depdsito para futuras infecciones. El
objetivo de este estudio es comparar la produccién de biopeliculas a partir de
aislamientos de Candida provenientes de muestras clinicas. Se identificaron 106
muestras, de las cuales fueron identificadas segin el género, edad, origen de la
muestra, diagnostico, clinica de procedencia, y especie, de las cuales pudimos
identificar 112 cepas ya que 6 de las muestras identificadas contenian doble cepa, las
cuales fueron sometidas a la metodologia modificada para la formaciéon de
biopeliculas de Ramage et al 2001. Demostrando que la capacidad de formar
biopeliculas estd intimamente asociado con la capacidad de provocar la infeccién y
como tal debe ser considerada como un factor determinante durante la candidiasis,
nuestros resultados muestran que la formacion de biopeliculas formadas por especies
del género Candida en especial C. albicans y C. parapsilosis demostraron fuertes
evidencias de su capacidad para adherirse y formar biopeliculas en comparacién con

otras especies.

——
| —



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELiCL}LAS A PARTIR DE 2013
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

1.- INTRODUCCION

El género Candida son organismos comensales en el intestino de individuos sanos; se
ha visto que estan presentes universalmente. La colonizacién por las especies de
Candida puede llevar a la infeccion sistémica cuando el huésped tiene varios factores
de riesgo, como el uso de antibioticos de amplio espectro, esteroides u otros agentes
inmunosupresores, diabetes mellitus, SIDA, depresién de las funciones fagociticas o
alteraciones locales del sistema gastrointestinal (Jagath, 2012; Loépez, 2012). Estas
situaciones pueden ocasionar candidiasis oral, gastrointestinal o diseminacién
hemat6gena. Las especies del género Candida son microorganismos muy versatiles,
por su capacidad para sobrevivir como comensal en varios sitios anatdmicamente
distintos (intestino, cavidad oral y vagina), y puede causar enfermedad cuando se le
presenta la oportunidad (Arenas, 2011; Bonifaz, 2010; Calderone, 2002). La limitacién
por nutrientes y la competencia entre bacterias y hongos (microbiota) en las
superficies de mucosas proporcionan una presién selectiva que ocasiona la
eliminacién de los microorganismos menos adaptados. El género Candida tiene varios
factores de virulencia para colonizar el huésped y ocasionar dafo de forma directa, al
activar, resistir o desviar los mecanismos de defensa del mismo (Jagath, 2012). Los
factores de virulencia expresados o requeridos por el microorganismo para causar
infeccion pueden variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del
huésped (Arenas, 2011; Bonifaz, 2010; Lopez, 2012). El delicado equilibrio entre el
huésped y el hongo patégeno puede convertirse en una relacién parasitaria y resultar
en enfermedad grave (Bonifaz, 2010;Calderone, 2002). Los hongos no son
participantes pasivos en el proceso infeccioso; La interaccién entre el hongo y el
medio ambiente esta afectada por su variabilidad antigénica, el cambio fenotipico y la
transicion dimoérfica. Existen diversos factores potenciales de virulencia, como la
morfologia celular, la actividad enzimatica extracelular, el cambio fenotipico y los
factores de adhesién, que favorecen la formacion de biopeliculas (Calderone, 2002;

Castrillon et al 2010; Lopez, 2012).
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1.1.- Descripcion Taxondmica del género Candida.

En el cuadro 1 se muestra la taxonomia del Genero Candida, y en el cuadro 2 podemos
observar los nombres de los estados anamorfos (estadio reproductivo asexual) y

teleamorfo (estadio reproductivo sexual) de especies oportunistas de este genero.

Cuadro. 1 Taxonomia del Genero Candida.

Clase: Ascomycetes

Subclase: Hemyascomycetes

Orden: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetes

Género: Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estados telemorficos)

Especies: Los estados anamorficos se les denomina Candida y los
ejemplos mas importantes son: C. albicans, Cglabrata,
C.tropicalis, C. parapsillosis, C. dubliniensis.

Bonifaz A. (2010)

Cuadro. 2 Especies oportunistas de Candida y sus estados anamorfos y teleomorfo.

Nombre anamorfo Nombre teleomorfo

Candida albicans No descrito
Candida dubliniensis No descrito
Candida famata Debaryomyces hansenii
Candida glabrata No descrito
Candida guillermondii Pichia guillermondii, Pichia ohmeri
Candida kefyr Kluyveromyces marxianus (k. fragilis)
Candida krusei Issatchenkia orientalis
Candida lusitaniae Clavispora lusitaneae
Candida parapsilosis No descrito
Candida tropicalis No descrito
Bonifaz A.( 2010)
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1.1.1 Descripcion del Género Candida.

El género Candida incluye un variado nimero de especies, son cerca de 200, pero solo
58 son oportunistas en animales y hombre, de 6 a 8 especies son las que comunmente
presentan infecciones humanas, sobresaliendo Candida albicans, la que dependiendo
de la topografia clinica de donde se aisle, se puede encontrar entre un 40 hasta 85%.
Por lo regular el género Candida tiene caracteristicas definidas, son levaduras con
ausencia de pigmentos (melanicos y carotenoides); forma celular variable, es decir las
células pueden ser elipticas, globosas, cilindricas y triangulares; tiene pared celular,
membrana plasmatica, mitocondria, vacuola y nucleo (figura 1); su reproduccién es
por gemacion o blastoconidios y pueden formar pseudohifas e hifas (Con excepciéon de

C. glabrata) (Bonifaz, 2010).

PM

- T

cw /

M

Figura 1. Microscopia electrénica de transmision. Estructura celular de Candida sp. CW = pared celular,
PM = membrana plasmatica, M = mitocondria, V = vacuola, N = nucleo. Imagen: Departamento de

Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. Castafion 0. (2013).
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Candida, son levaduras alargadas o ligeramente redondas de 2 - 6 x 3 - 9 um que se
reproducen por gemacion (blastoconidios).

A excepciéon de C. glabrata, €l resto de las especies asociadas a candidosis pueden
formar pseudomicelios; C. albicans y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas.
Aunque se han reportado mas de 17 especies patdgenas, el 90% de las infecciones se
atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis (Castafion,

2012).

1.1.2 Composicion de la pared celular.

Aproximadamente del 80-90% de la pared celular del género Candida son
carbohidratos mientras que aproximadamente del 1 a 7% son lipidos. Entre los
carbohidratos destacan tres polisacaridos (f-glucanos, N-acetil-D-glucosamina y
polimeros de manosa). Los -glucanos son polimeros de glucosa ramificados con
enlaces 1,3- B y 1,6-B. El componente N-acetil-D- glucosamina no forma polimeros
ramificados como los glucanos ya que estos presentan enlaces 1,4-f glucano-quitina y
por ultimo los polimeros de manosa son denominados también mananos los cuales se
encuentran asociados a proteinas de membrana y representan aproximadamente el
40% total de polisacaridos en la pared celular y es también el principal componente
inmunogénico que es reconocido por el sistema inmune del hospedero (Castafién
2012). Los polimeros glucano-quitina son el constituyente principal de un 47-60% de
la pared celular y estos representan un esqueleto rigido que le proporciona fuertes

propiedades fisicas a la célula (Bonifaz, 2010).

1.1.3 Morfogénesis

La morfogénesis se refiere a la transicion entre las levaduras (unicelulares) y la forma
de crecimiento filamentosa del microorganismo, que puede convertirse de forma
reversible a células de levadura, con crecimiento de hifa o pseudohifa (fig.2). El género
Candida es polimorfico, ya que existe en forma de levadura (blastoconidios) o como
filamentos (pseudohifa o hifa). La conversion de la forma unicelular de levadura al

crecimiento filamentoso es esencial para la virulencia de Candida, es decir la
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capacidad de invadir tejidos. Se ha comprobado que el crecimiento de forma
filamentosa tiene ventajas sobre la levadura en la penetracion de la célula o tejido, la
hifa puede ser iddnea para abrir la brecha entre las barreras tisulares, gracias a que su
extremo anterior es el sitio de secrecién de enzimas capaces de degradar proteinas,
lipidos y otros componentes celulares, ésta facilita su infiltracion en sustratos solidos
y tejidos.

En otras palabras, la morfogénesis de levadura a hifa se revierte conforme avanza la
infeccion y quiza sea el resultado de cambios temporales en sefiales que el hongo
recibe de su medio ambiente, por lo que es legitimo asumir que todas las formas del

hongo son necesarias para mantener la infeccién por Candida (Calderone, 2002).

Fig. 2 Morfogénesis en Candida durante la infeccién. Imagen: Revista Mexicana de Dermatologia, Castrillon R.
(2005).

1.1.4 Genética molecular del polimorfismo de Candida.

Como ya se menciono anteriormente el género Candida es capaz de presentarse como
levaduras o como hifas. La hifa es la forma de adaptacién para la adherencia y
penetracion de los epitelios y células endoteliales. Para poder realizar este cambio
morfologico se requiere la expresion de sefales de transcripcion. Entre los factores de
transcripcion implicados en el cambio a una morfologia hifal se encuentra el gen EFG1
en Candida que codifica para un gen regulador transcripcional el cual esta modulado
por una cascada activada por AMPc, que tiene homologacion con las proteinas PHD1 y
StuA, que son las proteinas que controlan la morfogénesis en Saccharomyces cerevisiae

y Aspergillus nidulans, respectivamente. Los estudios bioquimicos que establecen las
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rutas de transduccion de sefales, que activan la filamentacién de Candida, concluyen
en dos rutas principales, una es la cascada de cinasas MAPK que activan al factor Cph1
y la segunda esta representada por el factor transcripcional EFG1p. Las mutantes de
ambas rutas no son filamentosas y son avirulentas. (Calderone, 2002; Castrillon, 2005;
Castrillon, 2010; Ramage, 2001). Los factores PHR1 y PHR2 son activados
diferencialmente a diferentes rangos de pH ya que el primero es expresado en pH por
arriba de 5.5 mientras que el segundo factor es expresado en medios mas acidos
como el pH vaginal (4.5). Por otro lado existen factores de transcripciéon que regulan
de manera negativa la formacién de hifas, manteniendo la blastoconidia, entre estos el

mas importante es el factor Tup1 (Castrillon, 2005).

1.2 Descripcion de las especies mas importantes del género Candida en

humanos.

El género Candida incluye una variado nimero de especies, son cerca de 200, pero
solo 58 son oportunistas en animales y el hombre, y 6 a 8 especies son las que mas
presentan infecciones humana, sobresaliendo C. albicans, la que dependiendo de la
topografia clinica de donde se aisle, se puede encontrar entre un 40 hasta 85%. La
frecuencia de esta ha ido en disminuciéon por diversos factores, dentro de ellos la
resistencia a farmacos que otras especies de Candida presentan, hoy en dia el grupo
denominado Candida no-albicans estd en aumento (Bonifaz, 2010). Para Ila
identificacién de las diferentes especies de Candida existen hoy en dia medios
selectivos y pruebas bioquimicas que mediante el metabolismo de carbohidratos

apoyan la identificacidn de las diferentes especies del género Candida. (Cuadro 3)

1.3 Distribucion de la Candidosis

La candidosis es una enfermedad cosmopolita y es la micosis que mas se presenta en

todo el mundo (Bonifaz, 2010).
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1.4 Patogénesis de la Candidosis

Considerada como una enfermedad clasica por hongos oportunistas, la candidosis
requiere de factores predisponentes, la mayoria de las veces se origina de manera
enddgena, casi siempre atribuible a cuatro procesos: a) desequilibrio de la flora
microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, lo cual se puede
deber a cambios de pH, 6 cdmulos de nutrientes como el glucégeno, b) disminucién de
la flora bacteriana por antibiéticos, c) por enfermedades, d) procesos que influyen en
la respuesta inmune, sobre todo a nivel celular, por ejemplo defectos en leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y linfocitos B y T (Ver cuadro 4)(Bonifaz, 2010).

Los casos exdgenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes
cantidades de levaduras, por ejemplo por cateterismo o en casos de drogadiccidn, ya
que se inoculan los microorganismos de manera directa al torrente circulatorio

(Bonifaz,2010).
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Cuadro. 3 Caracteristicas Bioquimicas del Genero Candida.

Organismo Auxonograma Zimograma
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©n = = < &} = 92} & — (a4 = > = & = 1953 S = e
C. albicans + + + + + o+ + + - - - - + + + + 1t + - -
C. glabrata - - - - + - - - - - - - - + - - - - -
C. tropicalis + - - - + o+ + + - - - + + + + + + + - -
C. parapsilosis + - - - +  + + + - - - - + + + - - + - -
C. krusei -+ = = = + = = - - - - = = = 4t - - - - -
C. kefyr + - - + + o+ + + + + - + \% - + - + + + +
C. guilliermondi + - - + + o+ + + - + - + + + + - + + - +
C. zeylanoides + - - - + o+ + \Y - - - - - + V - - - - -
C. lusitaniae - - - - I B vV - - - + + + + V + V - -

Pruebas correspondientes para la identificacion de especies del Genero Candida, ademas del las pruebas bioquimicas: Auxonograma = medio sintético con
peptona y sin carbohidratos, Zimograma = medio peptonado, indicador pH, anaerobio, Actidiona + = resistente, Actidiona - = sensible, V = variable. (Bonifaz,

2012,L6pez2012)
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Cuadro 4. Formas Clinicas de la Candidosis.

Candidosis Tipo clinico Especie
Mucocutanea ‘Oral C albicans
Genital (vaginitis,balanitis) C. albicans
Mucocutanea crdnica C. krusei
Gastrointestinal C. albicans
Bronquial/ pulmonar C. albicans, C. tropicalis
Cutanea Intertrigos
Onicomicosis (perionixis, C. parapsilosis,
onicdlisis y onixis)
Del area del pafial C. albicans
Pustulosis
Granulomatosa
Sistémica Tracto urinario
Meningitis C. guillermondii, C. parapsilosis
Endocarditis C. albicans
Candidemia (fungemia)
Misceldanea Otitis (otomicosis) C. parapsilosis
Ulceras corneales C. albicans
(oculomicosis)
Endoftalmitis
Alérgica Candidides (ides)
Eccema
Rinitis, alveolitis y asma C. albicans

Gastritis alérgica

Clasificacién de las presentaciones clinicas de Candidosis. Bonifaz A. (2010)
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1.5 Factores de virulencia

1.5.1 Adaptacion al pH.

Las diversas especies de Candida tienen una gran adaptacién a diversos medios y
sustratos; por ejemplo tienen la capacidad de soportar los cambios de pH. Esta
propiedad esta regida por dos genes (PHRI Y PHR2), ambos se activan en pH neutro o
ligeramente béasico (cuando esta en sangre o piel alcalinizada) y se inactiva PHR1 en
medio acido, activandose a su vez el segundo PHR2 (por ejemplo en vagina a pH

acido) (Bonifaz,2010).

1.5.2 Enzimas

Las enzimas son factores de virulencia en Candida, ya que tienen la capacidad de
romper polimeros que proporcionan nutrientes accesibles para el crecimiento de los
hongos, asi como de inactivar las moléculas utiles en la defensa del organismo. Las
principales enzimas extracelulares relacionadas con la patogénesis de Candida son las

proteasas, fosfolipasas y lipasas (Bonifaz, 2010).

1.5.2.1 Proteasas

En el género Candida se han descrito varios miembros de una gran familia de enzimas
de secrecién aspartico proteasas (SAP), que han sido bastante estudiadas en estos
hongos. En particular, las aspartil proteasas secretadas (Saps) son codificadas por los
genes de la familia SAP, la presencia de los genes de la familia SAP en Candida
proporciona al hongo un sistema proteolitico eficiente y flexible que puede garantizar
su éxito como patdégeno oportunista. Se ha sugerido que las aspartil proteasas
desempefian un papel importante en la patogénesis de Candida, ya que se ha
demostrado in vitro que son capaces de hidrolizar proteinas estructurales de la célula
hospedera y proteinas del sistema inmune que favorecen la colonizacidn, la
persistencia y la invasidon del hongo. Ademas se han obtenido mutantes con varios
genes SAP alterados y se ha demostrado que SAP1-3 y SAP6 son importantes en la

infeccion oral, mientras que SAP1 y SAP2 lo son en la candidiasis vaginal. En
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contraste se ha demostrado que SAP 4-6 son esenciales para la invasion en érganos y
la manifestacion sistémica, ya que cepas carentes de dichos genes para estas SAP’s
presentaban una habilidad reducida para causar dafio al tejido hepatico o cualquier
otro 6rgano del parénquima, sobre todo en las cepas mutantes deficientes de SAP-6.
También se ha demostrado que los genes que codifican para las SAP4-6 son
expresados significativamente durante el desarrollo de la forma filamentosa. Las
proteinas que comprenden la familia SAP no se limitan s6lo a Candida albicans, ya que
se ha demostrado su presencia en C. dubliniensis, C. tropicalis y C. parapsilosis. La
presencia de los genes de la familia SAP es Unica en las especies patégenas de Candida
y estan ausentes en la levadura no patégena S. cerevisiae, lo cual apoya que estas
proteasas estan implicadas en su virulencia (Calderone, 2002; Castrillon, 2005).

Las SAP tienen funciones especializadas durante el proceso infeccioso e incluyen la
digestion de moléculas proteinicas para adquirir nutrientes, digerir o distorsionar las
membranas del huésped, facilitar la adhesidn, la invasién a tejidos y la digestion de
moléculas del sistema inmunitario del huésped para evitar o resistir el ataque
antimicrobiano de éste (Castrillon, 2010; Ramage, 2005).

Con estos estudios se demostré que las SAP1 a SAP3 son las proteasas principales
expresadas durante las infecciones superficiales, en contraste con las SAP1 a SAP4,
que se expresan sobre todo en la enfermedad sistémica (Castrillon, 2010).

Posibles blancos de las proteasas de Candida a nivel mas basico, un papel de las SAP
de Candida es la digestion de proteinas para proporcionar nitrégeno a las células; sin
embargo, las Saps también pueden haberse adaptado y participar en funciones de
virulencia. Por ejemplo, podrian contribuir a la adhesion en tejidos del huésped y a la
invasién por degradacion o distorsidn de las estructuras en la superficie de las células
del huésped o por destruccion de moléculas del sistema inmunitario del huésped para

evitar o resistir el ataque antimicrobiano (Calderone, 2002; Mandal et al 2011).
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1.5.2.2 Fosfolipasas

Se han identificado cuatro fosfolipasas (PLA, PLB, PLC y PLD), de las cuales sélo la
PLB1 ha demostrado ser necesaria para la virulencia en modelo animal de candidosis.
La PLB1A es una glucoproteina de 84 kDa, el gen PLB1 se encuentra localizado en el
cromosoma 6 y presenta una similitud en la secuencia de aminoacidos de 45%
comparada con las fosfolipasas de S. cerevisae, la enzima PLB1A presenta actividad de
hidrolasa y lisofosfolipasatransacilasa. La transcripciéon del gen PLB1A es detectado
en ambas formas celulares (blastospora e hifa) pero se secreta y detecta
principalmente en la punta de las hifas durante la invasion a los tejidos, esto se ve
reforzado por medio de la experimentacién con una cepa mutante de C. albicans con la
eliminacién de este gen, observando una reduccién de su nivel de virulencia hasta en

un 60% comparada con las células silvestres (Calderone, 2002; Castrillén, 2005).

1.5.2.3 Lipasas

Las lipasas secretadas por Candida albicans se codifican por una familia de genes con
al menos 10 miembros (LIP1-LIP10). El patrén de expresion se ha investigado en
infecciones experimentales y en pacientes que sufren candidiasis oral. Se ha
demostrado que la expresion de esos genes depende del estado de infeccion, mas que

de lalocalizacién del 6rgano (Castrillon 2005).

1.5.3 Adhesinas

Un atributo del género Candida es que correlaciona de forma positiva su
patogenicidad con la capacidad adherente a las células del huésped. Las cepas
adherentes de Candida albicans son mas patogenas que las que tienen fenotipo menos
adherente. Una adhesina se define como una biomolécula que promueve la adherencia
de C. albicans a las células del huésped o a sus ligandos especificos. Se han descrito
proteinas de C. albicans que se unen a varias proteinas de la matriz extracelular de las
células de mamifero, como fibronectina, laminina, fibrindgeno y colageno tipo I y IV.
Existen diferentes tipos de adhesinas en Candida, como Als, Hwplp, Intlp y Mntlp
(Calderone,2002;Castrillon,2005).
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1.5.3.1 Aglutinin-Like Sequence (Als)

Los genes de la familia Als de Candida codifican glucoproteinas grandes de la
superficie celular que estan relacionadas con el proceso de adhesién a las células del
huésped ya que se ha encontrado que los genes Als 3 y Als 8 uUnicamente son
expresados durante el crecimiento micelial. Los genes Als también se encuentran en
otras especies de Candida que han sido aisladas de muestras clinicas. Desde su
caracterizacion inicial se noté que el producto traducido del gen Als1 comparte una
secuencia con la glucoproteina de adhesién a superficies celulares llamada a-
aglutinina, codificada por Saccharomyces cerevisiae (AGb1). Esta molécula se requiere

para el reconocimiento célula-célula (Calderone, 2002; Castrillén, 2005).

1.5.3.2 Hyphal and germ tuve specific gene ( Hwp1p)

El gen Hwp1p codifica una manoproteina de la superficie externa de la célula hifal El
carboxilo terminal se integra de manera covalente con el (-glucano de la pared
celular. La proteina codificada por este gen (Hwplp) contiene un grupo amino
terminal que sirve como sustrato de las transglutaminasas mamiferas, encontrando
una enzima en tejido epitelial humano que reconoce dicha proteina provocando la
unién de la hifa de Candida a las células epiteliales. Esta enzima humana es capaz de
unirse con pequeflas proteinas ricas en prolina como la proteina N-terminal de C.
albicans. Estudios realizados en células mutantes con una delecion en este gen Hwp1lp
son menos adherentes en epitelio bucal, ademas de presentar menor virulencia en

modelos murinos (Calderone, 2002; Castrillon, 2005).

1.5.3.3 Integrin Like protein (Intlp)

La proteina Intlp es una proteina transmembranal de Candida ha demostrado su
importancia en la adhesion y morfogénesis de este hongo ya que se une a varios
ligandos de las proteinas de la matriz extracelular, que incluyen fibronectina, laminina
y colagenas tipo I y IV. Las cepas que tienen delecidn en los genes Intl son menos
virulentas o se adhieren con mas lentitud a las lineas celulares epiteliales. También

tienen deficiencias en la filamentacion en su crecimiento en leche-tween y agar Spider,
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por lo tanto, el gen Intlp juega un papel importante en la adherencia y filamentacion

de Candida (Calderone, 2002, Castrillén, 2005).

1.5.3.4 a-1,2 manosil tranferasa (Mnt1p)

Las cepas de Candida que tienen delecion en el gen Mntl son menos capaces de
adherirse in vitro y son avirulentas. La proteina que codifica a este gen Mntlp es una
proteina de membrana tipo Il que se requiere para la manosilacién tanto O- y N- en el
hongo. La manana es el principal constituyente de la pared celular (Calderone, 2002;

Castrillon, 2005).

1.5.4 Transicion morfologica

Es la capacidad que tienen estas levaduras de cambiar morfolégicamente de
blastoconidio a pseudohifa e hifa. Este cambio es estimulado por las condiciones
ambientales y se considera uno de los factores de patogenicidad o virulencia mas
significativos. Hay que enfatizar que esta propiedad hace que dichas levaduras se
comporten como hongos dimoérficos, siendo las formas de pseudofilamentos y
filamentos las que marcan infeccion. Este proceso tiene excepcion en C. glabrata que
no sufre cambios morfolégicos por lo que se considera levadura monomorfica

(Bonifaz, 2010).

1.5.5 Switching fenotipico

Entendida como la capacidad que tienen estas levaduras de hacer grandes cambios
fenotipicos como son diferencias en la macromorfologia colonial (colonias lisas,
rugosas), cambios en la antigenicidad, como aumento o disminucién en la produccién
de enzimas y toxinas. Este fendmeno de cambio fenotipico, se da a manera de
estrategia del agente frente a las diferentes células que ataca y medios que soporta

(Bonifaz, 2010).
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1.5.6 Biopeliculas

Hablando de hongos las especies de Candida se reconocen como los principales
agentes de infecciones adquiridas en el hospital, son el tercer o cuarto patégeno
aislado de sangre sobrepasando la frecuencia de los bacilos gram negativos. Su
aparicién como patégeno nosocomial es importante, ya que es un factor de riesgo
asociado con los procedimientos médicos modernos, sobre todo con el uso de
farmacos inmunosupresores o citotéxicos, de antibidticos potentes que suprimen la
flora bacteriana normal y de los dispositivos implantados de varias clases (Castrillon,
2005; Castrillon, 2010). La percepcion de los microorganismos como formas
unicelulares de vida se basa en el modo de crecimiento como cultivo puro; sin
embargo, la mayor parte de los microbios persisten unidos a las superficies dentro de
un ecosistema estructurado, como biopeliculas y no como organismos libres en
flotacién (plancténico) (Douglas, 2002; Ramage, 2013).

Las biopeliculas son comunidades microbianas que constituyen la forma mas exitosa
de colonizacién entre los microorganismos, son obicuas en la naturaleza y
responsables de muchas enfermedades. Son consideradas comunidades de
microorganismos que crecen embebidas en una matriz de exopolisacarido
autoproducido y estan adheridas a una superficie inerte o a un tejido vivo (Castrillon,
2010). Se tienen registros fosiles de la formaciéon de biopeliculas desde hace
aproximadamente 3.2 mil millones de afios, por lo que se considera que esta
organizacion celular representa el modo de crecimiento que permite a las células
sobrevivir en ambientes hostiles, dispersarse para formar nuevos nichos y les otorga
ventajas significativas de protecciéon frente a fluctuaciones del ambiente como la
humedad, temperatura y pH, asi como la concentracién de nutrientes y la eliminacién

de desechos (Pranab, 2004; Ramage, et al 2001; Ramage, et al 2005).
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1.5.6.1 Heterogeneidad de las biopeliculas

El estudio de las biopeliculas ha demostrado que se componen de 97% de agua, el
resto son células microbianas y productos derivados de éstas. Se ha reportado que son
estructuras heterogéneas con tres patrones quimicos, que corresponden a diferencias
en gradientes de concentraciones desde el exterior al interior de la biopelicula. El
patrén de sustrato metabolico determina mayor concentracion en el exterior y menor
en el interior, el patrén de producto metabdlico es inverso al anterior y el patrén de
intermediarios metabdlicos muestra mayor concentracion entre la parte limitrofe de
la biopelicula en la fase acuosa. Estos patrones traen como consecuencia que dentro
de estas estructuras se establezcan diferencias de gradientes de pH y oxigenacion, lo
que permite que se instalen poblaciones microbianas aerobias, anaerobias o
facultativas dentro de los diferentes estratos de la biopelicula, asi como poblaciones
microbianas que pueden considerarse para entender las diferencias de
susceptibilidad al tratamiento con antibioticos, ya que es diferente la respuesta a las
formas libres (plancténicas) que a las adheridas (sésiles) (Castrillon 2005, Ramage et
al 2005). En consecuencia, las principales caracteristicas de las biopeliculas son:
adherencia, heterogeneidad, diferentes microambientes (pH, oxigeno, concentraciéon
de iones, carbono, nitrégeno, etcétera), sistema circulatorio primitivo (canales de
agua), inmunoresistencia, agentes antimicrobianos, biocidas y autoinduccién (Qudérum

sensing) (Ramage et al 2005).

1.5.6.2 Desarrollo y arquitectura de biopeliculas de Candida.

Las biopeliculas de Candida adquieren mayor importancia en el contexto clinico ya
que estas comunidades se asocian con una mayor capacidad para expresar resistencia
contra la mayoria de los agentes anti-microbianos. Diferentes estudios han
demostrado que la arquitectura de las biopeliculas de Candida se ve afectada por la
superficie en la que se desarrolla, por ejemplo las biopeliculas formadas sobre las
superficies planas hidrofobas de elastomero de silicona o cloruro de polivinilo (PVC),
tienen una estructura diferente bifdsica compuesta por una capa adherente de células

cubiertas por blastosporas e hifas incrustadas dentro de la capa de matriz extracelular
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(ECM) (Franca, 2011). Por el contrario las biopeliculas de Candida formadas en las
superficies irregulares en protesis de polimetilmetacrilato aparecen como densas
células que crecen a lo largo de los bordes en relieve de las superficies rugosas en la
fase temprana de desarrollo con un crecimiento excesivo de células y una matriz
extracelular madura. Recientemente estudios realizados con EDTA en matriz
extracelular de las biopeliculas de Candida demostraron que la (ECM) estaba
compuesta por proteinas, carbohidratos y ADN, y que la composicién de estos
compuestos varia dependiendo la etapa de desarrollo de la biopelicula, los hidratos
de carbono fue significativamente menor en (ECM) las biopeliculas se acompafian con
una abundante sintesis de carbohidratos en (ECM) hasta la fase temprana en
comparacién con (ECM) en la fase madura. Estas investigaciones también
identificaron dos grupos de genes que codifican para biosintesis de aminodacidos y
mostraron que Gcn4p (un regulador del metabolismo de aminoacidos) se requiere

para el crecimiento de la biopelicula (Franca, 2011; Pranab, 2004).

La formacion de biopeliculas se manifiesta en tres fases: temprana (0 a 11 horas),
intermedia (12 a 30 horas) y madura (38 a 72 horas). La estructura detallada de las
biopeliculas, después de 48 horas de incubacién, consiste en una densa red de
levaduras, hifas y pseudohifas. La mezcla de levaduras, hifas y material de matriz no
se ha visto cuando el organismo crece en medio liquido o en una superficie de agar, lo
que sugiere que la morfogénesis se dispara cuando un organismo hace contacto con la
superficie y que las células de la capa basal pueden tener un papel importante en el

anclaje de la biopelicula a la superficie (Castrillon, 2005).
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1.5.6.3 Fases de desarrollo de biopeliculas

La formacion de las biopeliculas ocurre como un proceso continuo de acuerdo con
varias fases de desarrollo que son: a) acondicionamiento, b) adhesion, c) sintesis de
matriz extracelular, d) maduracion y e) dispersion, lo que lleva a la formacién de una
estructura uniforme en forma de depdsitos homogéneos y acumulaciones viscosas
celulares rodeados de una matriz de polimeros con canales abiertos para el

movimiento de agua (fig 3) (Ramage et al 2001; Ramage et al 2005).

Fig. 3 fases de formaciéon de biopeliculas y estrategias de dispersion, Revista Mexicana de
Dermatologia Castrillén (2010).

1.5.6.3.1 Fase de acondicionamiento
Los componentes organicos del medio ambiente o de los tejidos forman una cubierta
que neutraliza la carga excesiva de la superficie (que previene la aproximacion entre

células bacterianas o de hongos) (Castrillon, 2005).
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1.5.6.3.2 Fase de adhesion

Los microorganismos libres (o planctonicos) forman una capa que se adsorbe a la
superficie por periodos cortos mediante fuerzas de atraccién electrostaticas y se
libera de ésta por adsorcidn reversible. Los microorganismos en suspension se
agregan y ocurre la adhesion de células iguales o diferentes (co-agregacion) a la
superficie condicionada, este proceso es favorecido por varios componentes
bacterianos como los pili, flagelos y polimeros superficiales como el lipopolisacarido
en bacterias gram negativas y el acido micélico en las gram positivas, que participan
en este proceso venciendo las fuerzas de repulsion. La expresion de estas estructuras
microbianas puede cambiar dependiendo del ambiente en que se encuentren y, por
tanto, modificar la fase de formacion de la biopelicula (Carvalho et al 2010; Douglas,
2002; Douglas, 2003). Las propiedades fisico-quimicas de la superficie pueden ejercer
gran influencia en el grado y extension de la adhesion, los gérmenes se adhieren mas
rapidamente a superficies hidréfobas, no polarizadas como el tefléon y plasticos, en
comparacién con metales hidrofilicos como el vidrio o el metal. Una vez que se logra la
adhesion irreversible, las células se dividen y colonizan la superficie y cuando la
concentracion local de sefiales quimicas producidas por el metabolismo microbiano
alcanza un nivel umbral, sugiere que la poblacién microbiana ha alcanzado una
densidad minima, esto condiciona el inicio de cambios fenotipicos en la comunidad

(Ramage et al 2001; Ramage et al 2005).

1.5.6.3.3 Sintesis de matriz.

Al proceso en el que una célula microbiana percibe la proximidad de otras células y
genera sefiales quimicas que corresponden con metabolitos secundarios, se le conoce
como Quorum sensing; este hecho trae como consecuencia la autoinduccidon en la
sintesis de la matriz extracelular o exopolisacarido y se logra asi la maduracion

(Castrillén, 2005; Castrillon, 2010).
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1.5.6.3.4 Fase de maduracion.

La consecuente formacién tridimensional de la Biopelicula, genera canales de agua
que le sirven como microcirculacién a la colonia. Cuando crece lo suficiente, el
microorganismo responde en masa y se comporta como grupo (Castrilléon, 2005,

Ramage et al 2001, Ramage et al 2005).

1.5.6.3.5. Fase de dispersion

Finalmente, después de la maduraciéon de la biopelicula, ocurre la dispersién por
células aisladas o en conglomerados que colonizan nuevas superficies y se inicia un
nuevo ciclo de formacién de biopeliculas. Existen diferencias en las caracteristicas de
las células que se desprenden, ya que las células sésiles (adheridas) pueden conservar
la funcionalidad de la biopelicula como lo es la resistencia a antibidticos, en cambio,
las células aisladas pueden tener el fenotipo plancténico (libre) y ser susceptible a los

mecanismos de defensa del hospedero (Douglas,2002, Douglas,2003).

1.6 Aspectos inmunolégicos

1.6.1 Respuesta inmunolégica ante la presencia de Candida.

Los hongos del género Candida son integrantes normales de la biota corporal
humana, su homeostasis es compleja y depende de muchos factores; entre ellos, la
inmunidad mediada por células desempefia un papel destacado ya que la asociacién
“linfocitos CD4-macréfago” ejerce un poder de vigilancia y su déficit redunda en una
mayor facilidad de Candida para adherirse a las células epiteliales. La frecuencia y
gravedad de las infecciones dependen, sobre todo, del nivel de células CD4 en sangre.
Las candidosis son evidentes en enfermos con recuentos inferiores a 400 linfocitos
CD4/ul. Debe tenerse en cuenta que las mananas y las mananoproteinas de la pared
celular de Candida son activadoras de las células CD8 y deprimen la actividad de las
CD4, potenciado por el efecto inmunodepresor del HIV. Por esta razén, en pacientes
VIH positivos, se ha propuesto la administracion de tratamientos antifiungicos durante
lapsos prolongados a fin de reducir el nivel de antigenos libres en sangre y tejidos,

evitando un deterioro mayor de la inmunidad. La preservacion de la funcién
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fagocitaria de los neutrofilos en los pacientes HIV positivos, asi como la buena
producciéon de anticuerpos contra el antigeno de 47 KDa de Candida, reducen la

frecuencia de candidiasis diseminadas en condiciones habituales (Castafion, 2012).

Fig. 4 Morfogénesis en Candida durante la infeccién Castrillén, 2010).

1.6.2 Evasion del sistema inmunitario

Candida posee adhesinas (mananoproteinas) que favorecen la unién a las células
huésped por medio de receptores analogos de integrinas (C3R), ademdas posee dos
proteinas que reconocen residuos de fucosa en células epiteliales intestinales. Las
células endoteliales invadidas por Candida responden produciendo citocinas y
quimiocinas que atraen PMN que fagocitan la levadura. Si es fagocitada por células
dendriticas en la fase de hifa, escapa del fagosoma por medio de catalasas y puede
crecer en el citoplasma e inhibir la produccién de IL-12, en tanto que estimula la
produccion de IL-4. En caso de que la célula sea fagocitada como levadura, se activan
las células dendriticas, las cuales produciran IL-12 y activaran el proceso de
inmunidad celular que se inicia con los Th-1. Esto es muy importante ya que un
predominio de la respuesta al desarrollo de células Th1l favorece una respuesta
protectora y resistencia a la enfermedad, una respuesta al predominio Th2 se asocia a

susceptibilidad (fig 4) (Castrillon, 2010).
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1.7 Importancia de las biopeliculas en salud publica

Las especies de Candida se encuentran con frecuencia en la microbiota normal de los
seres humanos, lo que facilita su encuentro con biomateriles implantados y de
superficies de acogida. Los dispositivos como proétesis, implantes, tubos
endotraqueales, marcapasos y varios tipos de catéteres, han mostrado que facilitan la
colonizacidén y la formacién de biopeliculas de Candida albicans la cual sigue siendo la
mayor de las especies de hongos comunmente asociada con la formacién de
biopelicula y con el aumento de las infecciones en dispositivos de implantes médicos,
sobre todo en las poblaciones con las defensas del huésped comprometidas. Implica
un reto para la salud publica ya que Cdndida albicans es la tercera causa con mayor
grado de infecciones infecciones asociadas a catéteres, lo que representa el segundo
microorganismo con mayor grado de colonizacion a la tasa de infeccién y el mayor en
general de mortalidad. La formacién de biopeliculas de Cdndida lleva importantes
repercusiones clinicas debido a una mayor resistencia a la terapia antifingica y la
capacidad de las células dentro de las biopeliculas para resistir las defensas del
huésped, ademdas de que, puede servir como un depésito de futuras infecciones. El
efecto neto es que las biopeliculas de Cdndida repercuten negativamente en la salud
de los pacientes con mayor frecuencia y gravedad ademas de los gastos economicos
(Ramage et al 2001, Ramage et al 2005, Ramage, et al 2013). La importancia reciente
de las biopeliculas como fuente de infecciones se refleja en las estadisticas: para el afio
2008 los institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos y de Europa estimarén
que mas del 60% de las infecciones microbianas involucran a las biopeliculas (Ibarra
etal 2012). Para el afio 2008 se reportaron en Estados Unidos 99,000 muertes al afio
y 1.7 millones de procesos infecciosos asociados; y en la Comunidad Europea se
informaron 50,000 muertes al afio y 3 millones de pacientes con infecciones asociadas
del cual el 32% se asocia a vias urinarias, 22% en diversos sitios infectados, 15% en
neumonias y 14% en septicemias. En México aun no existen reportes que permitan
esta asociacion. Se ha demostrado que una fuente de infecciéon importante son las

nosocomiales, derivadas de catéteres infectados por biopeliculas (Castrilléon, 2010).
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1.8 Epidemiologia.

Las candidiasis superficiales son frecuentes, de facil tratamiento y no atentan contra la
vida del paciente, en tanto que las sistémicas de evolucién aguda o crénica son
generalmente graves. La mayoria de estas infecciones se originan de un foco endégeno
(tracto gastrointesinal o respiratorio) aunque no se descarta la participaciéon de
fuentes externas (Castafion, 2012).

La distribucién geografica de esta micosis es universal y mas de 70 % de ellas son
producidas por C. albicans observandose un porcentaje mayor por el serotipo B (Silva,
2003). Los casos de candidiasis sistémica estan relacionados a pacientes con severas
deficiencias en su sistema inmune. C. krusei y C. glabrata son habitualmente
resistentes a los compuestos azélicos y su hallazgo como agentes infecciosos
involucrados en enfermedades sistémicas intrahospitalarias ha aumentado en los
ultimos afios (Castrillén, 2001; Castrillon, 2005; Ramage et al 2013).

En México la candidosis urogenital es una entidad nosolégica que afecta
principalmente al sexo femenino. En 2009 tuvo una razén mujer- hombre de 31.5 y se
enfocé en el grupo etario de 25 a 44 afios (Grafico. 2) (Silva et al 2008). Present6 una
tasa de incidencia por cien mil habitantes a nivel nacional de 269.1, y las entidades
mas afectadas por este padecimiento fueron Nayarit con 504.3 casos por cien mil
habitantes, seguido de Veracruz (503.8) y Zacatecas (483.5) (Grafico. 3); la menos
afectada fue el DF con una tasa anual de incidencia de 98.3 por cien mil habitantes. La
candidiasis urogenital tuvo un patrdn fluctuante de presentaciéon durante todo el 2009
entrando y saliendo del area de éxito y seguridad del canal endémico sin llegar a
presentarse brotes epidémicos. Durante la altima década presenté un aumento de la
incidencia durante el periodo 2000 - 2005, que disminuy6 posteriormente y hubo un
decremento de la tasa de incidencia del 2002 (pico maximo de los ultimos 10 afios)

del 24.1%. (Grafico. 1)(SINAVE/DGE/SALUD, 2009)(Ramage, et al 2005).
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Grafico 1. * Tasa de incidencia por 100 000 habitantes. Nota: Relacién entre la tasa
de incidencia y casos nuevos de Candidiasis Urogenital por cada 100000 habitantes.
FUENTE: SINAVE/DGE/Secretaria de Salud/México 2009.
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Grafico 2. Nota: Relacion entre los casos nuevos segtn la edad y sexo de Candidiasis Urogenital por cada
100000 habitantes. FUENTE: SINAVE/DGE/Secretaria de Salud/México 2009.
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Grafico 3. Nota: relacion entre la incidencia y la entidad federativa de Candidiasis Urogenital por cada
100000 habitantes. FUENTE: SINAVE/DGE/Secretaria de Salud/México 2009.
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Los casos registrados de candidosis muestran que el sexo es indistinto, a excepcion de
la candidosis urogenital que tiene mayor incidencia en el sexo femenino (Grafico. 2).
La edad y raza de las personas son factores que, segin la clinica, no influyen en la
presentacién de la micosis, la cual realmente dependerd del factor de
inmunocompromiso asociado; sin embargo, por lo que respecta a la ocupacién aunque
no es un factor de importancia, se considera que algunas actividades de las personas
pueden favorecer la infeccibn como: panaderos, vendedores de pescado

(SINAVE/DGE/SALUD, 2009; Castafnon, 2012).

1.9 Métodos de estudio para formacion de peliculas

La evolucion de los métodos analiticos de los estudios de imagen ha permitido disefiar
diferentes estrategias para el estudio de las biopeliculas, entre las cuales se
encuentran varios modelos especificos como: los catéteres en disco, tira de acrilico,
microplaca de titulacion y biopeliculas prefundidas, entre otros. Con estos modelos se
analiza la cuantificacién y crecimiento del microorganismo mediante la evaluacién de:
peso seco, incorporacion de isétopos radioactivos, reduccion de sal de tetrazolio XTT,
bioluminiscencia ATP, ensayos de lectinas ligadas a enzimas y el sistema LIVE/DEAD
(Castafion, 2012, Douglas, 2002, Elke, et al 2008).Todos estos sistemas se realizan en
condiciones estaticas de incubacién; sin embargo, el método de biopeliculas
perfundidas en fermentador permite el control preciso de la velocidad de crecimiento.
La formacién de biopeliculas de Candida se distingue por la adhesidén inicial de las
células de levadura, seguida por la germinacién y formacién de microcolonias,
filamentacion, desarrollo de monocapa, proliferaciéon y maduracion.

Estos ensayos se acompafian de estudios de ultraestructura microscépica, como la
electréonica de barrido, laser confocal que permite ver en tercera dimension la
formaciéon de biopeliculas, lo que ha permitido la descripcion de diferentes modelos
de organizacion entre ellos (Ramage, et al 2001). Recientemente se desarrollaron
estudios in vivo para la deteccion temprana de infeccion en tejidos e implantes
biomédicos (Castafion, 2012). La mayoria de de estos sistemas modelo se enfocan en

la cuantificacion de la biomasa de biopelicula, la cual se realiza mediante
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recubrimiento convencional, que es un trabajo intensivo y lento. En los ultimos afios,
varios ensayos de sustitucién para la cuantificacion de biopeliculas en placas de
microtitulacion se han descrito los cuales se pueden clasificar dependiendo el tipo de
biomasa de la biopelicula (basado en la cuantificaciéon de la matriz y células vivas y
muertas), ensayos de viabilidad (sobre la base de la cuantificacion de células viables)
y ensayos de cuantificacion de la matriz (en base a la tincién especifica de

componentes de la matriz) (Elke, et al 2008).

1.9.1 Cristal violeta (CV)

CV tincién que se describe primero por Christensen et al (1985) y desde entonces ha
sido modificado para aumentar su precisién y para permitir la cuantificaciéon de
biomasa de biopelicula en todo el pozo. CV es un colorante basico, que se une a
moléculas de la superficie de carga negativa y los polisacaridos en la matriz
extracelular, dado que hay células vivas y muertas, la matriz se tinen por CV, que es
poco adecuado para evaluar la viabilidad de las células del biopelicula (Elke, et al

2008, Ruzicka, et al 2010).

1.9.2 Alamar blue (AB)

El uso del indicador azul de Alamar, en comparaciéon con otros métodos de
sensibilidad, puede tener muchas ventajas potenciales. Por ejemplo, los resultados de
AB se pueden leer visualmente, espectrofluorométricamente 0
espectrofotométricamente, su reduccién es dependiente del metabolismo activo, es
sensible y de alto rendimiento, su uso es rentable y AB carece de toxicidad para los
seres humanos y microorganismos. El ensayo AB fue recientemente estandarizado
para biopeliculas de multiples cepas de Staphylococcus epidermidis, y tuvo buena
correlacion excelente con XTT. Actualmente el colegio Nacional de Cultivos de
levadura esta utilizando aislados clinicos para determinar la idoneidad del ensayo de

AB para las pruebas de sensibilidad de biopeliculas en C. albicans (Kimberly, 2007).
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1.9.3 Colorante fluorogénico Syto 9

El colorante fluorogénico Syto9 es un acido nucleico, que se difunde pasivamente a
través de las membranas celulares y se une al ADN de las células, tanto viables como
muertas. Como el ADN conforma una parte sustancial de la matriz extracelular, esta
tincion proporcionara informacion sobre la biomasa de biopelicula total. Syto9 se ha
utilizado anteriormente en la microscopia focal de barrido laser (CLSM) para estudios
de la composicion y la morfologia de la biopelicula. Este colorante se ha utilizado
también para la cuantificacién rutinaria de la biomasa de biopelicula bacteriana y de

levadura (Elke, et al 2008).

1.9.4 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino carbonil)]-2H-
tetrazolio hidréxido (XTT).

Para discriminar entre células vivas y muertas, las técnicas de cuantificacién se han
basado en la actividad metabdlica de las células viables. Diversas metodologias de
viabilidad implican el uso de sales de tetrazolio, incluyendo 5-ciano-2,3-tetrazolio
cloruro de ditolilo (CTC) y 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino
carbonil)]-2H-tetrazolio hidroxido (XTT). El ensayo XTT se basa en la reduccion del
colorante XTT a una forma soluble en agua. La absorbancia del sobrenadante de las
células es proporcional al nimero de células metabdlicamente activas. El ensayo XTT
se ha utilizado ampliamente para la cuantificacién de células viables en los cultivos

plancténicos y para la cuantificacién de bacterias y levaduras (Elke, et al 2008).

1.9.5 Resazurina

Otro ensayo de viabilidad se basa en la reducciéon de la resazurina por las células
metabdlicamente activas. Este es un compuesto azul que se puede reducir a rosa
resorufina, que es fluorescente. Aunque este medio de contraste, también conocido
como Alamar Blue, se utiliza principalmente en los ensayos de viabilidad de células de
mamifero, también se ha aplicado extensamente en las pruebas de susceptibilidad de
hongos, y bacterias como Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus epidermidis y

Streptococcus-mutans (Elke, et al 2008).
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1.9.6 Diacetato de fluoresceina (FDA)

Células microbianas viables también son capaces de convertir el colorante FDA en
fluoresceina amarillo, altamente fluorescente por esterasas no especificas intra y
extracelular. La FDA ha sido utilizado para medir la actividad microbiana total en el

suelo, asi como para la cuantificacion de la biomasa de biopelicula (Elke, et al 2008).

1.9.7 1,9-dimetil azul de metileno (DMMB)

La cuantificacion de la matriz, un componente esencial de la biopelicula, también es de
interés. El colorante DMMB, originalmente aplicada para la cuantificacion de los
glicosaminoglicanos sulfatados en cultivos chondrocyt, también se ha utilizado para
cuantificar la matriz de la biopelicula de Staphylococcus aureus. DMMB forma un
producto de complejos insolubles con polisacdridos sulfatados en la matriz de la
biopelicula. La cantidad de colorante liberado por la adicién de una solucién de
descomplejacion se mide  espectrofotométricamente y refleja la cantidad de

polisacaridos sulfatados presentes en la matriz de la biopelicula (Elke, et al 2008).

1.10 Resistencia a antibidticos

La resistencia clinica se define como la persistencia o progresiéon de una infeccidn, a
pesar del tratamiento antimicrobiano apropiado. La resistencia a antifingicos por
biopeliculas de Candida se demostré por primera vez en 1995, en ensayos de
catéteres en disco (Castrilléon, 2010). Aunque las biopeliculas de C. albicans y C.
parapsilosis son claramente resistentes a los nuevos triazoles (voriconazol y
ravuconazol), hay reportes de actividad antibiopeliculas de formulaciones con lipidos
de anfotericina B y dos equinocandinas, la micafungina y la caspofungina (inhibe la
sintesis de 31, 3 glucano, principal componente estructural de las paredes celulares de
Candida). Se han propuesto cuatro posibles mecanismos de resistencia de las
biopeliculas a los farmacos y son: 1) Penetracion restringida a través de la matriz de la
biopelicula. Los antibioticos pueden difundir a través de la matriz de la biopelicula,
para inactivar las células atrapadas; sin embargo, este exopolisacarido se comporta

como una barrera fisica para estas moléculas modificando su transporte al interior,
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que ocasiona la resistencia hacia estos antimicrobianos, asi como a moléculas de
elevado peso molecular con propiedades citotéxicas como lisozima y complemento.
Por otra parte, los exopolisacaridos son generalmente aniénicos y pueden reaccionar
o adsorber los antibiéticos cargados positivamente como los aminoglucdsidos
restringiendo su permeabilidad, este hecho se ha descrito en biopeliculas de P.
aeruginosa, que demuestra que las fluoroquinolonas penetran rapidamente y los
aminoglucésidos lentamente. 2) Neutralizacion de antibidticos por productos
microbianos. La difusién retardada disminuye la entrada del antibiotico a la
biopelicula, lo que permite la destrucciéon del antibiético por enzimas como la
blactamasa descrito en Pseudomonas aeruginosa. 3) Tasa metabodlica de crecimiento
diferenciado y cambio de fenotipo. Las células dentro de las biopeliculas se
encuentran bajo un gradiente de nutrientes que resulta en células metabdlicamente
activas con acceso a estos nutrientes en la capa superficial o en la periferia de la
biopelicula, en contaste, se encuentran células metabdlicamente inactivas dentro de
su interior. Estas zonas diferenciadas de actividad metabdlica corresponden a
diferentes zonas de sensibilidad antimicrobiana. Muchos antibidticos son activos
sobre células en crecimiento, asi que las células en el interior podrian estar protegidas
de la accién citotoxica de estas sustancias. La penicilina y ampicilina no atacan células
que no estén en crecimiento y su acciéon es proporcional a su actividad; otros
antibiéticos como los [B-lactAmicos, cefalosporinas, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas atacan células en fase estacionaria, pero son mas activos en células
en division. La activacién de respuestas de estrés provoca cambio en la fisiologia de
las bacterias y hongos ademdas de la aparicién de fenotipos especificos en las
biopeliculas que combaten los efectos de los antibidticos, entre ellos la expresion de
enzimas como la [-galactosidasa que se activa con imipenem y piperacilina en
biopeliculas. 4) Generacion de células persistentes. A un pequefio porcentaje de la
poblacién celular que permanece viable después de la exposicidon prolongada (o de
dosis excesivas) a los antibidticos se le conoce como persistente, y confiere (o no)

resistencia a su progenie una vez que se elimina la presion selectiva.
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Aunque a la fecha se desconocen los aspectos basicos de la fisiologia de estas células
persistentes, se han estudiado varios genes que participan para su generacion, entre
ellos se han identificado tres locus hip (high-level-persistence): A, B y AB que
controlan la frecuencia de este fenotipo. Todos los microorganismos mutantes hip
producen mil veces mas células persistentes que la variante silvestre. La importancia
de la aparicién de este tipo de células reside en el éxito del tratamiento con el uso de
antimicrobianos cuando con concentracion minima antimicrobianos causa una
eliminacion de 99.9% de las células en las biopeliculas, y las remanentes serian
eliminadas por el sistema inmunitario; sin embargo, cuando existe una disfuncién en
la respuesta inmunitaria del paciente, o no hay accesibilidad de las células
inmunocompetentes al sitio infectado, pueden aparecer problemas graves (Castrillon,
2005; Pranab, 2004). Por lo que se refiere a la penetracion restringida, se ha sugerido
que la matriz extracelular excluye o limita el acceso de los medicamentos a los
organismos profundos de la biopelicula. Muchos estudios indican que la matriz no
forma una barrera para la difusién, aunque para ciertos compuestos se retrasa la
penetracion. Se ha propuesto que el glicocalix causa la disminucién de la difusién o
secuestro de los antimicrobianos. Sin embargo, al disgregar las biopeliculas, ajustar a
una densidad celular y realizar la prueba de susceptibilidad en las biopeliculas
preformadas, utilizando el ensayo XTT, los resultados demostraron que las
biopeliculas preformadas fueron intrinsecamente resistentes a los antifingicos y que
las células méviles mantenian su fenotipo de resistencia después de la resuspension.
Lo anterior sugiere que la integridad de la estructura de la biopelicula y el glicocalix
confieren efecto minimo en la resistencia de las células moviles (Ibarra, et al 2012;
Ramage et al 2005; Ramage, et al 2013). Las biopeliculas crecen poco a poco porque
los nutrientes estan limitados, lo que ocasiona disminuciéon del metabolismo de los
microorganismos. Con frecuencia, la lenta velocidad de crecimiento se asocia con la
adopcion de diferentes fenotipos por los microorganismos, como cambios en la
cubierta celular, con lo cual se afecta la susceptibilidad del microorganismo a los
agentes antimicrobianos. Para comprobar si la velocidad de crecimiento es un

parametro importante en la adquisicion de resistencia a los antifungicos, se generaron
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biopeliculas con diferentes velocidades de crecimiento y se comparo la susceptibilidad
a la anfotericina B de las células de la biopelicula contra la de las células plancténicas
que crecian a la misma velocidad (Ramage, et al 2013). Se encontré que las células de
la biopelicula fueron resistentes al farmaco a todas las velocidades de crecimiento
probadas, mientras que las planctonicas fueron resistentes sélo a bajas velocidades de
crecimiento. Por lo tanto, la resistencia depende de otros factores, ademas de la forma
de crecimiento. Dado que la resistencia a los antibioticos en las biopeliculas de
Candida no puede atribuirse a la exclusion por la matriz o a la lenta velocidad de
crecimiento, quiza exista un mecanismo adicional, como la expresiéon de genes
inducidos por contacto, para adquirir otras propiedades y mediante el cual se
adquiera la resistencia a los antibi6ticos (Pranab, 2004; Valentin, 2007).

Los principales genes que contribuyen a la resistencia de los medicamentos son los
que codifican a las bombas de eflujo multifirmacos; su regulacién resulta en un
fenotipo resistente a varios agentes. Se determin6 que cuando un microorganismo se
une a la superficie y forma una biopelicula expresa un fenotipo alterado C. albicansy C.
dubliniensis poseen dos diferentes tipos de bombas de flujo: unién adenosin trifosfato
cassette (ABC), transportadores que codifican los genes CDR (CDR1 y CDR2), y los
facilitadores codificados por los genes MDR. Ambos tipos de genes se regulan durante
la formacién y desarrollo de las biopeliculas. Sin embargo, las cepas mutantes que
llevan delecién simple o doble de estos genes son susceptibles al fluconazol cuando
crecen de forma plancténica, pero retienen su fenotipo de resistencia cuando crecen
en biopeliculas. Por lo tanto, el mecanismo de resistencia es un proceso que no puede
explicarse por un solo tipo de mecanismo molecular (Castrillén, 2010; Ramage, et al
2001; Valentin, 2007).

Hoy en dia otras investigaciones sobre la resistencia antifungica que presentan las
biopeliculas han sido dirigidas en detalle a mecanismos como, a) estado fisioldgico de
las células de hongos, b) la funcion de barrera de la ECM, y c) las variaciones en la
composicion fungica de esteroles de membrana en las diferentes fases de desarrollo
(Paiva et al 2012).En lo que refiere al estado fisioldgico, se refiere a la existencia de

cepas metabdlicamente activas e inactivas, por ejemplo las blastosporas observadas

33

——
| —



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELiCL}LAS A PARTIR DE 2013
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

en la capa basal de las biopeliculas de C. albicans exhiben alta actividad metabdlica y
esta aumenta con las fases de desarrollo, lo que sugiere que la resistencia observada
en estas biopeliculas no es debido a la presencia de células durmientes o muertas. El
crecimiento en condiciones anaerobias y aerobias para las células de las biopeliculas
también es importante ya que se ha informado que participan en el crecimiento y la
resistencia que adquieren estas (Peman, et al 2008). Ademas de que los azoles
parecen funcionar mejor en ambientes anaerobicos, debido a que Candida no crece
optimamente en condiciones anaerobicas, tales condiciones ambientales no se espera
que contribuyan de manera significativa a la resistencia a los antifungicos. Estos
estudios indican que el estado fisiologico de la biopelicula de Candida desempefia un
papel minimo en impartir resistencia contra una mayoria de agentes antifiingicos. En
lo que refiere al papel de la matriz extracelular (ECM), la formacién de biopeliculas
por Candida se caracteriza por la presencia de ECM visible, ademas de la presencia de
biopeliculas bacterianas esto ha implicado la resistencia contra algunos agentes
antimicrobianos, diferentes investigadores han estudiado la relacién entre la
resistencia antifungica y ECM de biopeliculas fingicas. En uno de los estudios iniciales,
la contribucién de la ECM a la resistencia antifingica de las biopeliculas de C. albicans
se investigd mediante la determinaciéon de los perfiles de sensibilidad de las
biopeliculas cultivados estaticamente (exhibiendo minimo ECM) o con agitacién
(maxima sintesis de ECM) (Coogan, et al 2011; Pranab, 2004). Las biopeliculas que
crecen con o sin agitaciéon no mostraron diferencias significativas en la susceptibilidad
a alguna de las drogas. Mas recientemente, se demostré6 que el fenotipo de resistencia
de C. albicans mantuvo biopeliculas con células sésiles, lo que sugiere que la
integridad de la biopelicula y la presencia de ECM no son los inicos determinantes de
resistencia. Otra prueba en contra del papel de ECM en la resistencia de biopeliculas,
es la deficiencia ECM en biopeliculas formadas por cepas mutantes defectuosas en la
filamentation donde C. albicans parece mantener alto nivel de resistencia antifingica.
Un estudio inform6 de que la biopelicula de C. parapsilosis son tan resistentes como la
formada por C. albicans, a pesar de ser considerablemente menos compleja la

formacion de ECM (Pranab, 2004).
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Finalmente el Fluconazol y otros azoles orientan la biosintesis fungica del ergosterol
mediante la inhibicién de la citocromo P-450 hemoproteina implicada en la ruta
biosintética. La disminucion resultante en los niveles de ergosterol y la variacion en la
composicion de esteroles de membrana ha sido previamente postulado que produce
resistencia antifingica de células plactonicas de C. albicans. En un estudio reciente, se
determino las biopeliculas de C. albicans si tienen variaciones en la composicién de
esteroles en diferentes fases de desarrollo, y si la resistencia a los antifungicos de las
biopeliculas de C. albicans pueden estar relacionados con tales variaciones. Total de
esteroles de membrana fueron aisladas de biopeliculas y de células plancténicas, y se
analizé por cromatografia gas liquido. Los niveles de ergosterol de biopeliculas que
crecen a las fases intermedias y maduras se redujeron en un 41 y 50%,
respectivamente, en comparacion con la fase temprana de la biopelicula de C. albicans.
Estos resultados mostraron que el nivel de esteroles se modula durante la formacién
de biopelicula de C. albicans y sugirié que dicha modulacién puede contribuir a la
resistencia a los medicamentos de una manera especifica de fases (Merino, et al 2011,

Pranab, 2004).

1.11 Tratamiento

Las biopeliculas son dificiles de eliminar por los mecanismos defensivos
inmunoldgicos, y con el tratamiento antimicrobiano habitual. Las biopeliculas pueden
convertirse en un reservorio y fuente de infeccion humana, el crecimiento microbiano
sobre los dispositivos biomédicos puede alterarlos, disminuir su funcionalidad o
inhabilitarlos. En 1995, Hawser et al Observo que las biopeliculas de C. albicans
desarrolladas sobre discos de cloruro de polivinilo (PVC), eran entre 30 y 2.000 veces
mas resistentes a fluconazol, anfotericina B, 5-fluorocitosina, itraconazol vy
ketoconazol que las células plancténicas. Después de su publicacién, la mayoria de los
estudios realizados sobre la actividad antifungica en biopeliculas han constatado que
el fluconazol y los nuevos triazoles (posaconazol, ravuconazol y voriconazol) carecen
de una actividad importante contra las biopeliculas de C. albicans y otras especies

diferentes de Candida. Sin embargo, las formulaciones lipidicas de la anfotericina B y
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las equinocandinas son mas activas sobre las biopeliculas que la anfotericina B

desoxicolato o los azoles (Cuadro 5) (Quindos, 2009).

Cuadro 5. Actividad antifungica in vitro de antifungicos utilizados en el tratamiento de las candidosis

invasoras.
Especie o genero Células Antifangico
ABD ABL FLC VCR PSC ANl CAS MICA
Candida albicans Planctonicas + + + + + + + +
Sésiles(biopelicula)
Adhesion é? é? é? + é? é? é? +
Formacion é? é? é? 4 é? 4 +
Erradicacion - + -(+)  -(+) -(+) + + +
Candida glabrata Plancténicas + -+ é? + + + + +
Sénsiles(biopelicula)
Erradicacidn é? -(+)  -(+) -(+) &P P+ +
Candida krusei Placténicas + + + + + + + +
Sésiles(biopelicula)
Erradicacion é? -(+) &7 e L S ST SR
Candida parapsilosis Placténicas + + + + + + + +
Sésiles(biopelicula)
Erradicacion é? -(+) & -(+) é? & -(+) -(+)
Otras especies Plancténicas + + é? + + + + +

Sésiles(biopelicula)

Adhesion é? é? + + é? é? é? +
Formacién é? é? + 4 é? + é? +
Erradicacién - + - -(+) -(+) + + +

+: activo; -: inactivo; ¢ ?:contradictorio;ABD: anfotericina B desoxicolato; ABL: formulaciones lipidicas de anfotericina B, ANI:

anidulafungina; CAS: caspofungina; FLC: fluconazol; MICA: micafungina; PSC: posaconazol; VCR: voriconazol. (Quindos, 2009)

En las biopeliculas maduras se ha descrito una disminucién del contenido de
ergosterol y una reduccion de la expresion de ERG11, lo que provoca que los azoles

(fluconazol, posaconazol o voriconazol) que actian inhibiendo la sintesis de
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ergosterol y los polienos (anfotericina B y nistatina) cuyo mecanismo de accién impli-
ca la union del antifingico a esta molécula de la membrana celular, vean disminuida

su actividad antifungica (Quindos, 2009).

2.- ANTECEDENTES

Se tiene registros fésiles de la formaciéon de biopeliculas desde aproximadamente 3.2
mil millones de afios, por lo que se considera que esta organizacion celular representa
el modo de crecimiento que permite a las células sobrevivir en ambientes hostiles,
dispersarse para formar nuevos nichos y les otorga ventajas significativas de
proteccion frente a fluctuaciones del ambiente como la humedad, temperatura y pH,
asi como la concentracién de nutrientes y la eliminacién de desechos (Ramage, et al
2001). Informacion sobre las caracteristicas estructurales asociadas a las biopeliculas
proviene de los experimentos in vitro en el que se han desarrollado una gran variedad
de modelos de biopeliculas por diferentes grupos de investigadores (Estivill, et al
2011).Estos sistemas comprenden modelos de discos de catéteres, laminas y tubos de
diferentes materiales, diapositivas de vidrio, un fermentador de biopelicula
perfundido, filtros cilindricos de celulosa, las tiras de acrilico y discos, sustrato de
germanio, placas de microtitulacién, y los frascos de cultivo de tejidos, entre otros
sistemas, e incluyen biopeliculas formadas bajo condiciones estaticas (Franca, et al
2011; Ramage, et al 2005). Con estos modelos se analiza la cuantificaciéon y
crecimiento del organismo mediante la evaluaciéon de peso seco, incorporaciéon de
isotopos radiactivos, reducciones de sal de tetrazolio (XTT). Estos ensayos se
acompafian de estudios de ultraestructura microscépica, como la electrénica de
barrido laser confocal de Raman, 2008 que permiten ver en tercera dimensién la
formaciéon de biopeliculas, lo que ha permitido la descripcion de diferentes modelos
de organizaciéon de las biopeliculas (Ramage, et al 2005). Recientemente se
desarrollaron estudios in vivo para la deteccion temprana de la infeccion en tejidos e
implantes biomédicos (Castafion, 2012). La mayoria de estos sistemas modelo se

enfocan en la cuantificacion de la biomasa de biopelicula, la cual se realiza mediante

37

——
| —



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELiCL}LAS A PARTIR DE 2013
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

recubrimiento convencional, que es un trabajo intensivo y lento. En los ultimos afios,
varios ensayos de sustitucion para la cuantificaciéon de biopeliculas en placas de
microtitulacion se han descrito los cuales se pueden clasificar dependiendo el tipo de
biomasa de la biopelicula (basado en la cuantificacién de la matriz, células vivas y
muertas), ensayos de viabilidad (sobre la base de la cuantificacion de células viables)
y ensayos de cuantificacion de la matriz (en base a la tincién especifica de
componentes de la matriz) (Elke, et al 2008; Franca, et al 2011). Actualmente, dos
modelos animales diferentes, asociados a infecciones de catéter por Candida se han
descrito y visualizado in vivo indicando las caracteristicas estructurales de las
biopeliculas que resultan ser similares a los estudios in vitro (Ramage, et al 2005). Las
biopeliculas también se han recuperado directamente a partir de muestras clinicas y
se visualizaron utilizando diferentes técnicas de microscopia. Una vez mas estos datos
sugieren que los modelos in vitro imitan a los eventos in vivo por lo tanto las
observaciones pueden ser clinicamente relevantes (Ramage, et al 2005; Peman, 2007).
El pionero Douglas (2002) en su trabajo sobre la estructura de la biopelicula de
Candida formadas sobre discos de catéter se examino por primera vez por
microscopia electréonica de barrido (SEM), observando que la union celular de las
levaduras fue seguido por la formacién de tubos germinativos dentro las primeras 6
horas, y que la madures se alcanzaba de 24 a 48 horas después de la incubacién, que
esta constaba de redes de levaduras, hifas, pseudohifas, y de material polimerico
extracelular que era visible en algunas de estas estructuras (Ramage, et al 2005). Los
investigadores Douglas y Baillie (2005), demostraron que las hifas son elementos
esenciales para proporcionar la integridad estructural y caracteristicas de la
arquitectura de la biopelicula madura. Bases moleculares que regulan la fermentacién
que estan involucrados en la formacién de biopeliculas fueron estudiados por
Ramage (2005) que utilizando una serie de organismos genéticamente definidos de
C. albicans, cepas mutantes que se caracterizan por su incapacidad para formar
biopeliculas fueron incapaces de formar filamentos lo que dio lugar a biopeliculas
pobres que carecen de la estructura tridimensional y esta compuesta principalmente

de monocapas de células dispersas, lo que demuestra que la proteina reguladora gen
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EFG1 es un factor clave en el desarrollo y la formacién de una biopelicula madura en
superficies artificiales(Ramage, et al 2005; Peman, 2007). Varios grupos han
demostrado que los estilos de vida de la biopeliculas de Candida conducen a niveles
muy elevados de resistencia a los antifingicos mas utilizados. Sin embargo agentes
antifiingicos tales como las equinocandidas y formulaciones liposomales de
anfotericina B, muestran una mayor actividad contra las biopeliculas de Candida. Es
importante sefialar que se estan empleando nuevas técnicas de sensibilidad
antifingica contra biopeliculas de Candida, en este contexto tiene importantes
implicaciones clinicas ya que pueden guiar las decisiones terapéuticas que puedan
afectar los resultados de los pacientes que sufren de estas infecciones dificiles de
tratar. Un reciente desarrollo el modelo en placa de microtitulacién ha demostrado
su utilidad para la determinacién y la estandarizacién de las pruebas de sensibilidad
antifingica en biopeliculas de Candida (Estivill, et al 2011). El fundamento de este
sistema es proporcionar una metodologia rapida y reproducible para probar una
variedad de cepas clinicas y de laboratorio contra una bateria de compuestos
antifingicos. El ensayo se basa en la medicién de actividades metabolicas de las
células sésiles que crecen dentro de la biopelicula y se basa en la reduccién de 2,3-
bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil) -2 H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) para dar una
sal soluble en agua desarrollando color del producto que se puede medir en un lector
de placas de microtitulaciéon (Ramage, et al 2005). Hasta ahora, no parece que haya un
factor de resistencia especifico responsable de la resistencia de biopeliculas, es un
fenbmeno complejo multifactorial que adn queda por dilucidar y comprender.
Algunos mecanismos que pueden ser responsables de la resistencia intrinseca de las
biopeliculas de Candida pueden incluir los siguientes: a) alta densidad dentro de la
biopelicula, b) los efectos de la matriz de la biopelicula, c) disminucién de la tasa de
crecimiento y la limitacion de nutrientes, d) la expresion de genes de resistencia

(Ramage, et al 2005).
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3.- JUSTIFICACION

Considerada como enfermedad por hongos oportunistas, la Candidosis se presenta de
manera endogena, casi siempre atribuible a cuatro procesos: a) el desequilibrio de la
flora microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, lo cual se
puede deber a cambios de pH, cimulos de nutrientes como el glucégeno, b) por
disminucién de la flora bacteriana por antibiéticos, c¢) por enfermedades, d) por
procesos que influyan en la respuesta inmune, sobre todo a nivel celular, los casos
exégenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes cantidades de
levaduras por ejemplo la drogadiccién que facilita su encuentro con biomateriales
implantados y de superficies de acogida, ademas dispositivos como protesis,
implantes, tubos endotraqueales, marcapasos y varios tipos de catéteres, han
demostrado que facilitan la colonizacién (Andes, et al 2004; Estivill, et al 2011; Hasan,

etal 2009).

El desarrollo de la candidosis esta influido por una serie de factores de virulencia que
actian de manera coordinada, donde uno de los mas importantes es la formacion de
biopeliculas , propiedad de patogenicidad que se presenta como una comunidad de
microorganismos adheridos a una superficie y mantenidos por una matriz de
exopolisacarido, la formaciéon de biopeliculas estd asociada con el aumento de las
infecciones en dispositivos de implantes médicos sobre todo en pacientes
inmunosuprimidos, esto implica un reto en la salud publica ya que principalmente
Candida es la tercera causa principal de infecciones asociada a catéteres, lo que
representa la tasa mas alta de colonizacién y la mayor en lo referente a la mortalidad.
La formaciéon de biopeliculas de Candida tiene importantes repercusiones clinicas
debido a una mayor resistencia a la terapia antifungica y la capacidad de las células
dentro de las biopeliculas para resistir las defensas del huésped, ademas de que,

puede servir como depdsito para futuras infecciones.

El objetivo es comparar la produccion de Biopeliculas a partir de aislamientos de
Candida provenientes de diversas muestras clinicas y saber si existe diferencia entre

las especies de Candida.
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4.- HIPOTESIS.

e Existe diferencia entre la produccién de biopeliculas de las diferentes

especies de Candida, aisladas a partir de distintas muestras clinicas.

5.- OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.
e Comparar la produccién de biopeliculas a partir de aislamientos de
Candida provenientes de diversas muestras clinicas.
5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.
e Recolectar muestras clinicas humanas de unidades Hospitalarias y clinicas.

e Seidentificaran las cepas empleando pruebas microbiologicas.

e Estandarizar la prueba para formacién de biopeliculas.

41

——
| —



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELiCL}LAS A PARTIR DE
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

6.- DIAGRAMA DE TRABAJO.
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Figura 5. Estrategia experimental para realizar la identificacion de muestras.
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7.- MATERIALES Y METODOS
7.1.- Cepas utilizadas

Se tomo el registro de 106 muestras clinicas humanas recolectadas de un
conjunto de Clinicas y unidades Hospitalarias en una poblaciéon de entre 20 y
40 afios con una presuntiva identificacion del género Candida en agar biggy
tomando como datos principales el sexo, edad, diagnoéstico y finalmente tipo de

muestra clinica. (ANEXO 1 Identificacion y origen de la cepa).

Cepa de Referencia: Candida albicans ATCC 32354 control positivo para

formacién de Biopeliculas.
7.2.- Identificacion de cepas

En los diferentes ensayos, las levaduras fueron identificadas mediante
criterios microscopicos como la tinciéon de Gram, observando levaduras gram
positivas, posteriormente fueron crecidas en CHROMagar para identificaciéon
de especies de Candida en funcién de los sustratos cromogenicos que se
desarrollan en este medio y finalmente se realizo tubo Germinativo para
identificar a C. albicans colocando en tubo eppendorf 300 pL de suero fetal
bovino y un inoculo de la muestra incubadas 3 hrs a 37°C (Castafion, 2012;

Hasan, et al 2009; Koneman, 2007; Peman, 2007).
7.3.- Evaluacion de la Formacion de biopeliculas.

Para la formacién de biopeliculas se empled el método descrito por Ramage
(2001) modificado (Ramage, et al 2005). A partir de un cultivo de 24 h de los
aislamientos en Agar Dextrosa Saboraud®BDBioxon, se inoculé un tubo con 3
mL de medio de Peptona, Extracto de Levadura y Dextrosa (YPD), el cual se
incubo 24 h a 37 °C (Taniguchi & Faria, 2009; Xiaogang, 2003; Ye Jin, et al
2004). Las células se cosecharon por centrifugacion 5 min a 5000 rpm y la
pastilla se lavé 2 veces con 2 mL de Buffer de fosfato salino estéril a pH 7,4

(PBS, ®Sigma-Aldrich), dado que las células tienden a adherirse o agregarse se
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utilizo el vortex, después del lavado, se ajusté a una concentracion de 1x10°6
UFC/ml con la ayuda de la cAmara de Neubauer en Caldo Dextrosa Sabouraud.
Para permitir el desarrollo de las biopeliculas, se afadio 150 pl de esta
suspension celular a cada uno de los pocillos de las placas estériles de
poliestireno de fondo plano que, posteriormente, se incubaron durante 24, 48
y 72 h a 37 °C. Después de la incubacion, las placas se lavaron dos veces con
PBS con la finalidad de eliminar las células no adheridas. La formaci6n de
biopeliculas se evalu6 mediante el ensayo de reduccién de sales de 2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida

(XTT,®SigmaAldrich). Para realizar esta cuantificacién, se prepararé una
solucion de XTT en PBS-Dextrosa (0,5 g/L) que después se filtro a través de un
filtro de 0,22 pm y almacen6 en alicuotas a -70 °C (Paiva, et al 2012). Antes de
cada ensayo, se descongelé una alicuota de XTT y se le afiadi6 Menadiona 10
mM en acetona (Sigma-Aldrich) (Dalleau & Cateau, 2008; Silva, et al 2008). A
cada uno de los pocillos de la placa con las biopeliculas se afiadi6 100 ul de la
solucion XTT-Menadiona. Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C durante
3 h, después el sobrenadante fue retirado del pocillo y trasladado a una nueva
placa para su lectura, leyéndose la densidad éptica (DO) de cada pocillo con un
espectrofotémetro (Stat Fax 3200) a 492 nm (Pierce & Tristan, 2008). La
determinacion se realizé por triplicado, considerandose cepas productoras de
biopeliculas aquéllas con una DO= 0.200, una vez restada la densidad 6ptica
del pocillo de control de esterilidad (blanco con medio SDC)(Valentin & Cantén,

2007; Pierce & Tristan, 2008; Ramage, et al 2001) (ANEXO 2 Reactivos).
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8.- RESULTADOS

De un total de 106 muestras provenientes de las unidades médicas familiares (UMF) y
de hospitales generales (ANEXO 1) con un diagnostico presuntivo de Candida albicans
en medio de crecimiento Biggy, a las cuales se les realizo un diagnéstico para
confirmar la identificacion de especie (fig 5). Las muestras fueron clasificadas

considerando: Género, edad, tipo de muestra, diagndstico. (ANEXO 1)

Las muestras se agruparén segun el género Masculino (M), y femenino (F) como
podemos observar en el grafico 4, observando que 78.3 % eran mujeres, el 14.1 %

hombres y el 7.5 % de origen desconocido. (Grafico 4)

B Mujeres
83 B Hombres
78.3%
15
14.1% Desconocidos
8
7.5%

Grafico No. 4 Distribucion de muestras segtin el género

También las muestras fueron deacuerdo a la edad de los pacientes en intervalos de 10
aflos como se muestra en el cuadro 6, observando que la incidencia de infecciones se
ubica entre los 21 a 30 afios de edad con un 18 % y en segundo lugar con un 17% en
el rango entre los 31 a 40 afios de edad de los pacientes, aunque el mayor porcentaje

recae en el No Determinado con un 33%.
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Cuadro 6. Distribucion de muestras segun la edad.

0-10 afios 9 8.5
11-20afos 4 3.8
21-30afios 19 18
31-40 afios 18 17
41-50afios 13 12
51-60 afios 6 5.7
61-70afios 2 1.9
ND 35 33
total 106 100%

ND: No Determinado

Las muestras fueron agrupadas segun su origen de la siguiente forma, apreciando en
el grafico 5 que la mayoria de las muestras provienen de un exudado vaginal con el 67

%, en segundo lugar expectoracion/ Ex. Faringeo con un 22.6 %.

exudado vaginal

H espectoracion/Ex.

71 faringeo
67%
M cateter
24
22.6% ] -
0.9% herida/secrecion
1 4 5

0.9% 389 4.7% lavado peritoneal

1 exudado

uretral/semen

Grafico 5. Distribucion de muestras segtn el origen.
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Las muestras se agruparon segun el diagnostico del paciente. (Cuadro 7) apresiando

que la mayoria provienen de cervicovaginitis con 44% e infeccidn vaginal con 21 %.

Cuadro 7. Distribucién de muestras segun el diagnostico.

Tuberculosis 1 0.9
Neumonia 1 0.9
Rinitis alergica 3 3
Tos cronica 1 0.9
Asma 1 0.9
Infeccion vaginal 21 20
Cervicovaginitis 44 41.5
Insuficiencia Renal 5 4.7
Diabetes tipo 2 2 2
Herida 1 0.9
Neoplasia intraepitelial c. 1 0.9
Miomatosis uterina 1 0.9
Faringitis 7 6.6
Rinofaringitis 6 5.7
Abseso cerebral 1 0.9
P. cesaria 1 0.9
Balanitis 1 0.9
POP 1 0.9
ND 7 6.6

TOTAL 106 100%

ND: No Determinado
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Las muestra, estas se distribuyeron finalmente segun la clinica de procedencia como
lo podemos observar en el cuadro 8, Observando que la mayoria de las muestras
recolectadas provienen de (UMF) y en el menor porcentaje a los Hospitales

Generales.

Cuadro 8. Distribucién de muestras segun la clinica de procedencia.

UMEF-52 36 33.9
UMEF-62 28 26.4
UMF-63 23 21.7
H.GRAL.-57 10 9.4
H.GRAL.-VV 9 8.5
total 106 100%

Despues de realizar las pruebas de identificacién para Candida a las 106 muestras, se
lograron identificar con la ayuda del medio CHROMagar (fig. 5) ,100 muestras con
aislamiento de una cepay 6 muestras que contenian 2 especies del género Candida,
haciendo un total de las 112 cepas, las cuales fueron distribuidas segtn la especie.
(Grafico 6), observando que el 82.1 % corresponden a Candida albicans, con un 14.3%

Candida parapsilosis, y con un 1.8% C. glabrata y C. krusei.

C. albicans

C. parasilopsis

92
82.1%
C. krusei
16
1.8%14.3% C. glabrata
2
1.8%

Grafico 6. Distribucion de cepas segun la especie.
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En el cuadro 9 se muestran las 6 muestras identificadas con dos cepas, identificadas

segln la clinica de procedencia, genero, edad, tipo de muestra, especie y diagndstico.

Cuadro 9. Distribucién de muestras con dos cepas identificadas.

FOLIO SUBFOLIO CLINICA SEXO EDAD TIPO DE MTA ESPECIE DIAGNOSTICO

ND: No Determinado
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Para determinar si una cepa tiene la capacidad de producir biopeliculas se realiz6 el
método modificaco de Ramage, (2001), el cual se realiz6 a las 112 cepas por
triplicado, en periodos de 24, 48 y 72 horas, mostrando que son positivas y
productoras de Biopeliculas segun Valentin & Cantén, 2007, aquellas que tuvieron un
resultado 2 0.200 DO y tomando a las 48 horas como tiempo de referencia para leer la
formacién de Biopeliculas. Como podemos observar en el ANEXO 3 son positivas a las
24 hrs, 111 cepas de un total de 112, a las 48 hrs fueron positivas 110 cepas, a las 72
hrs 92 cepas.

Grado de Formacion de biopeliculas:

La literatura no tiene registro sobre qué medidas son asignadas a las muestras
positivas para tener un rango en la que podamos asignar a las cepas en baja, mediay
alta produccién de biopeliculas, por lo que segtin los datos obtenidos estos fueron
asignados en base a la distribucién de las (DO) obtenidas como se muestra a

continuacioén:

Cepas negativas aquellas que tienen una lectura <a 0.200 DO

Cepas con baja produccion a las que tienen una lectura = 0.200 a 1.0 DO
Cepas con media produccidn a las que tienen una lectura 21.1 a 2.0 DO
Cepas con alta produccién a las que tienen una lectura 22.1 a 3.0 DO

Como podemos observar en el ANEXO 4 a las 24 hrs se encontr6 que 1 cepa es
negativa para la formacion de biopeliculas, ademas de 23 cepas con baja produccién
de biopeliculas, 53 cepas con media produccion de biopeliculas y 35 alta producciéon
de biopeliculas. A las 48 hrs, 2 cepas son negativas para la formacion de Biopeliculas,
ademas de 21 cepas con baja produccion de biopeliculas, 33 con media producciéon de
biopeliculas y 56 cepas con alta produccion de biopeliculas. A las 72 hrs, 20 cepas son
negativas para la produccion de biopeliculas, ademas de 42 cepas con baja produccion
de biopeliculas, 22 con media produccion de bipeliculas y 28 con alta produccion de

biopeliculas.
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Grafico 7. DO formacion de biopeliculas por origen de las muestras a 24,48y 72 hrs
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Grafico 8. DO formacion de Biopeliculas por especie a 24, 48 y 72 hrs.
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9. DISCUSION

Debido a estudios recientes sabemos que las especies del genéro Candida tienen
mayor capacidad para formar biopeliculas en una gama de diversos sitios anatémicos,
(cavidad oral, vias respiratorias bajas y altas, tracto gastrointestinal y urinario ademas
de heridas), de ahi la razén mas importante para su estudio y nuestra incapacidad
para diagnosticar la presencia de biopeliculas, lo que provoca altas tasas de
morbilidad y mortalidad (Castrillon 2010; Ramage et al 2005). La hospitalizacion del
paciente favorece la infeccion fingica y la formaciéon de biopeliculas y mas en la
poblacién de pacientes que estidn expuestos con biomateriales temporales o
permanentes, por otra parte, los antibidticos de amplio espectro, la nutriciéon
parenteral y la inmunosupresion debido a la quimioterapia, la radioterapia y la
alteraciéon de las barreras como las mucosas a causa de cirugias son algunos de los
factores predisponentes mdas importantes para la micosis invasiva (Coogan et al

2011).

Si bien existen estudios sobre la importancia de las biopeliculas bacterianas como
principal causa de infeccién nosocomial hay polémica con las levaduras ya que existe
una lista de especies de levaduras asociadas con biomateriales implantados que ha
proporcionado un panorama de la verdadera magnitud de las biopeliculas fingicas
clinicamente importantes relacionadas directamente con el huésped. También
podemos observar que se ven afectadas indirectamente por biopeliculas fingicas
aquella poblacién relacionada con la infraestructura hospitalaria, las biopeliculas
crecen y persisten en una variedad de ubicaciones anatémicas, lo que resulta en la
necesidad de un buen diagnoéstico clinico, ya que existen referencias sobre la
duracion de la estancia hospitalaria y el costo de la terapia antifungica, ya que fué
mayor en los pacientes con aislamientos positivos por la formacion de biopeliculas y
estos pacientes presentaban un riesgo mayor de mortalidad hospitalaria (Castrillon

2010).

Por otra parte, la colonizacidon por especies de Candida ha representado un mayor

riesgo en los aislamientos, porque este género se presenta con mas frecuencia en
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mucosas en diversos sitios anatémicos ademas de presentar resistencia a farmacos,
sin embargo, se requieren estudios clinicos para resaltar la importancia de la
formacién de biopeliculas de cepas de C. albicans y especies no-albicans como una de
las principales infecciones nosocomiales. Aun no hay criterios diagndsticos definitivos
para la deteccion de infecciones producidas por biopeliculas fingicas, sin embargo, en
ciertas especialidades clinicas hay conocimiento clinico especifico del alcance y la
variedad de muestras que daran valor diagnéstico significativo. Estas muestras
incluyen, pero no se limitan a, hisopos, biopsias, y fluidos corporales, que pueden
incluir orina, sangre entera, suero, esputo, pus, moco. Estos se pueden tomar
directamente desde tejido infectado, tales como heridas y la mucosa, pero también
puede ser extraida directamente desde los biomateriales infectados, tales como
dentaduras postizas, los tubos del pecho, y los implantes protésicos, catéter, entre

muchos otros dispositivos médicos (Ramage et al 2005; Ramage et al 2013).

Aunque existen varias técnicas para medir in vitro la formacién de biopeliculas y su
sensibilidad a los antifungicos, en nuestro estudio hemos sustituido reactivos y equipo
respecto al método propuesto por Ramage et al 2001, del XTT. Se trata de un método,
eficaz y reproducible, en el cual se forman biopeliculas sobre microplacas estériles de
poliestireno con fondo plano de 96 pozos. Este método permite un andlisis
semicuantitativo de la actividad metabdlica de las biopeliculas mediante un ensayo
colorimétrico, utilizando una sal de tetrazolio (XTT) que se convierte, por la accién de
las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas, en un producto de color
naranja soluble en agua que puede ser medido espectrofotométricamente (Valentin
2007). Se recolectaron un total de 106 muestras clinicas provenientes de unidades
medicas y hospitales, las cuales fueron identificadas, y clasificadas como se muestra
en el anexo 1 y donde podemos observar que el mayor porcentaje lo ocupan muestras
provenientes de mujeres con un 78.3 %, en el caso de hombres fue un 14.1 % y de
origen desconocido 7.5% (grafico 4); la edad de incidencia de infecciones se ubica
entre los 21-30 afios de edad con un 18%, (cuadro 6); el 82 % de las muestras
provienen de UMF y el 18 % de Hopitales, (cuadro 8); lo que demuestra que la

poblacién se encuentra en etapa de reproduccion, y se relaciona con el origen de la
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muestra ya que el 67% de éstas, provienen de exudado vaginal,(grafico 5) por lo que
la mayoria de nuestra poblaciéon son mujeres en edad reproductiva y segun estudios
recientes las infecciones vaginales afectan a millones de mujeres en todo el mundo
debido al crecimiento excesivo de levaduras de la flora normal vaginal por lo que se
sabe que entre el 40-50% de las mujeres experimentara episodios adicionales y que el
5% desarrollaria la candidiasis recurrente. En nuestra investigacion, esto se relaciona
con el diagnoéstico ya que podemos observar que el 41.5 % proviene de un diagnoéstico
por cervicovaginitis y el 20% por infeccién vaginal (cuadro 7). El tracto urinario por
sus caracteristicas fisiolégicas y quimicas favorece la colonizaciéon de bacterias y
hongos patégenos, no obstante, se sugiere que el 75% de las mujeres experimentaran
candidiasis vulvovaginal en alglin momento de su vida, lo que sugiere que las especies
de Candida son importantes en este sitio del cuerpo. Especies de Candida se han
asociado con pielonefritis, cistitis y prostatitis, donde se puede favorecer la
produccion de biopeliculas de Candida ya que se ha demostrado que para crecer en
este sitio la adherencia a la mucosa es indispensable (Peman 2007; Ramage et al

2013).

Por otra parte las muestras provenientes de expectoraciones o exudados faringeos
representan un 22.6%, (grafico 5) proviniendo de infecciones en las vias
respiratorias como la faringitis, rinofaringitis, con un 6.6% y 5.7% (cuadro 7)
respectivamente. La estrecha proximidad de la trdquea y bronquiolos a la cavidad
oral y su entorno calido y himedo hace un nicho atractivo para la formacién de
biopelicula. Los estudios han demostrado que las especies de Candida aisladas solas o
en combinacion de las secreciones respiratorias en las personas con sospecha de
Neumonia demostro un aumento en la mortalidad (Ramage et al 2013). Dada las
condiciones de los espacios en el medio ambiente, y con miles de conidios siendo
inhalados cada dia, no es sorprendente que los hongos patogenos pueden adherirse,
colonizar y formar multiples complejos de biopeliculas en este nicho (Peman, 2007).
Otra posible causa de la incidencia de hongos dentro de las muestras provenientes del
tracto respiratorio puede ser debido al uso de antibioticos de amplio espectro

(Castrillon 2010; Ramage et al 2013).
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El porcentaje de muestras provenientes de catéter fue de 4.7%, (grafico 5) los
catéteres urinarios son un factor de riesgo importante en las unidades de cuidados
intensivos que favorece las infecciones fungicas nosocomiales. Especies de Candida
como albicans, parapsilosis predominan en este campo, como la cuarta causa mas
comun de infecciéon del torrente sanguineo en pacientes que requieren cuidados
intensivos y el agente etioldgico mas comun de infeccion de biopeliculas fingicas
relacionadas, estas infecciones son inherentemente dificiles de resolver y pueden
requerir tanto la terapia antifingica a largo plazo y la extraccion fisica del implante
para controlar la infeccion. No es sorprendente que la presencia de un catéter
permanente sea un factor de riesgo definido para el desarrollo de candidemia

(Douglas, 2002).

Las muestras provenientes de heridas represento un 3.8%, (grafico 5) cuando la piel
se dafia por heridas o traumatismos del tejido se inicia el proceso de curacién que
incluye las fases inflamatoria, proliferativa y de remodelacién; sin embargo, con la
exposicién del tejido subcutaneo que normalmente es estéril, este puede ser infectado
por la flora normal cutdnea o ambiental, heridas que no cicatrizan se han asociado con
la presencia y persistencia de las biopeliculas microbianas y representan un
porcentaje clinico significativo para los pacientes, ya que recientemente se ha
demostrado que las biopeliculas son la principal barrera para retrasar la cicatrizacion
de heridas (Castrillén, 2010). La presencia de ulceras y secreciones, donde
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa son los patégenos mas importantes
involucrados en este proceso, que a menudo se encuentran aislados y se ha
demostrado que tienen una asociaciéon no aleatoria dentro de la zona de la herida, ya
que participan como flora normal de la piel junto con otros microorganismos.
Estudios han demostrado que la necrosis en el proceso de la herida y la infeccion
fungica por levaduras del genero Candida son las mas frecuentes, pero Aureobasidium,
Cladosporium, Curvularia, Engyodontium, Malassezia, Trichophyton y Ulocladium
también se ha reportado que son frecuentes entre las infecciones polimicrobianas. En

general, las especies de hongos representaban mas del 50% de la carga microbiana en
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la mayoria de los especimenes examinados, lo que provoco tratamientos empiricos

antifungicos (Ramage et al 2013).

Con respecto a la muestra proveniente de lavado peritoneal, (grafico 5) esta fue
extraida de un paciente con diagnéstico de insuficiencia renal que estaba tratado con
dialisis, el lavado peritoneal se obtiene para diagnosticar lesiones en pacientes
traumatizados por la didlisis, la presencia de hongos patégenos en el area de dialisis
favorece la adhesién y colonizacidon de especies de Candida asi mismo la produccién

de biopeliculas, casi siempre como infeccién nosocomial (Ramage et al 2001).

La muestra de exudado uretral (grafico 5) proviene de un diagndstico por balanitis, el
contanto con este tipo de agentes patégenos en la mucosa de los genitales favorece la
formacién de biopeliculas como forma de resistencia, ademdas de que especies de
Candida se han asociado con pielonefritis, cistitis, prostatitis y recientes estudios han
detectado Biopeliculas de Candida en los dispositivos uretrales (SINAVE/DGE/SALUD
2009).

Como podemos observar en el grafico 7, la produccién de biopeliculas en su fase de
maduracion se presenta alas 48 hrs, con DO mayores a 1.5, ademas podemos observar
que la mayoria presenta una disminucién de la formacién de biopeliculas posterior a
las 72 hrs, (fase de dispersion) sin embargo se observa que las DO mas altas fueron
presentadas en muestras provenientes de catéter y herida/secresién con una
tendencia a conservar su etapa de maduraciéon por mas horas lo que se esperaba en
base a la literatura. Por otra parte aunque nadamas se obtuvo una muestra de lavado
peritoneal y exudado uretral podemos esperar comportamiento igual al de otras
muestras ya que como hemos observado la formacién de biopeliculas es diferente

entre especies del género y el tipo de muestra.

Al analizar la distribucién de cepas segun la especie, (grafico 6) observamos que el
82.1 % de las cepas identificadas pertenecen a C. albicans, relacionado con el hecho
de que la mayoria de las muestras provienen de exudados vaginales, donde C. albicans

forma parte de la flora normal de la vagina, por otra parte, observamos en segundo
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lugar las cepas identificadas como C. parapsilopsis con un 14.3 % que aunque la
mayoria fueron identificadas en exudado vaginal, también estan presentes en otras
muestras, anteriormente se menciona que el 67 % de los aislamientos pertenecian a
exudado vaginal causadas la mayor parte por cervicovaginitis, causadas por la especie
albicans, sin embargo, las especies no-albicans: glabrata, guilliermondii, tropicalis,
parapsilosis y krusei, han aumentado ultimamente, lo que provoca una alta incidencia
de las especies no-albicans en los casos de cervicovaginitis, sin embargo no esta bien
establecida la causa (Peman, 2008). Para la candidemia la ocurrencia de tales
especies se ha atribuido a la resistencia a los antifungicos, por lo que no es de
extrafiar que las especies no-albicans estén presentes en este tipo de muestra

(Douglas 2003; Ramage et al 2001; Ramage et al 2005; Ramage et al 2013).

Aunque los aislamientos de C. parapsilosis, C. glabrata, y C. krusei fueron
significativamente menos, con respecto la  produccion de biopeliculas en
comparacién con C. albicans, Douglas, 2002 menciona que las no-albicans, C. tropicalis
y en particular C. parapsilosis, puede producir cantidades significativas de biopelicula
cuando se cultivan en medio que contiene 8% de glucosa (Douglas 2002). Esto lo
podemos observar en el grafico 8 ya que albicans, parapsilosis y glabrata muestran
mayor produccién de biopeliculas. Esta propiedad que posee parapsilosis puede
causar candidemia en pacientes que reciben nutricion parenteral, donde la
concentracion de glucosa en la soluciéon administrada es generalmente alta, por lo
que el uso de dispositivos médico, y las soluciones administradas ahora representan
otro enfonque para reconocer la verdadera magnitud del problema sobre la formacién

de biopeliculas, que valdria la pena estudiar.

Al identificar las muestras seis presentaban dos cepas las cuales fueron identificadas
como albicans y parapsilosis, (cuadro 9). Si bien existen estudios sobre biopeliculas
polimicrobianas in vivo, y que en estas, las bacterias se encuentran a menudo con
especies de Candida, modelos in vitro en catéter se han utilizado para investigar las
posibles interacciones entre especies donde las biopeliculas de especies mixtas como

C. albicans y Staphylococcus epidermidis los agentes mas comunes relacionadas con el
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catéter, han sugerido que las células fingicas pueden modular la accién de los agentes
antibacterianos mientras que las bacterias pueden afectar la actividad de agentes
antifingicos en estas biopeliculas mixtas. Por ejemplo, la presencia de C. albicans en
una biopelicula aumenta la resistencia de estafilococos gram-positivos a la
vancomicina. Sin embargo, la resistencia de Candida a fluconazol mejoré con la
presencia de los estafilococos. Similares observaciones se han hecho con las
biopeliculas mixtas entre C. albicans y estreptococos orales (Streptococcus gordonii y
Streptococcus salivarius) en prétesis de acrilico (Douglas, 2003). Sin embargo, aun no
se tiene muchos estudios sobre biopeliculas mixtas entre especies del género Candida,
serfa interesante para determinar si una mezcla de especies del género Candida
produce una matriz mas viscosa y si el aumento de la viscosidad en la matriz pueda
explicar la resistencia antimicrobiana mejorada de estas biopeliculas mixtas (Douglas,

2003; Pranab, 2004).

En este trabajo se demostré que el 98% de las levaduras Candida albicans,
parapsilosis, glabrata y krusei demostraron la capacidad para formar una biopelicula
sobre placas de microtitulacién, ademas de evaluar la viabilidad a las 24,48 y 72 h de
ensayo, (ver grafico 8) determinando que las 48 h es el tiempo optimo para evaluar la
viabilidad de la biopelicula madura como menciona la literatura (ANEXO 3). Se
observd que C. albicans, C. parapsilosis y Cglabratai mostraron el mismo
comportamiento para la formacion de biopeliculas, es decir la actividad metabdlica
fue alta para la formacién de biopeliculas mostrando valores de DO mayores a 1.5,
por el contrario C. krusei mostro valores mas bajos DO menor a 1.5 para la

formacion de biopelicula (ver grafico 8).

La formacién de biopeliculas por Candida en superficies inertes ha sido recientemente
un tema de investigacion, y los autores han descrito una relacion directa con la
virulencia de las especies y su capacidad para producir biopeliculas, ademas de que se
ha demostrado que las biopeliculas cultivadas con o sin agitacion no exhiben
diferencias significativas en su produccion en pruebas de resistencia a farmacos

(Douglas, 2002). En nuestro estudio, las biopeliculas fueron clasificadas de la sigue
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forma: baja produccién de biopeliculas (= 0.200 a 1.0 DO), media produccion de
biopeliculas (= 1.1 a 2.0 DO) y alta producciéon de biopeliculas (= 2.1 a 3.0 DO)
(ANEXO 4), en base a la distribucion de las DO obtenidas. Como lo hemos observado
en nuestro estudio con poliestireno y en comparacion con otros, (Ramage et al 2005)
las especies de Candida son capaces de adherirse a otros tipos de superficies,
demostrando que C. albicans identificadas en exudados vaginales demostré una alta
capacidad para formar biopeliculas pudiendo ser causa de que el huésped se
encuentra susceptible, también se detecté la capacidad de C. parapsilosis aislado de
las muestras de exudado vaginal para adherirse y crecer como biopeliculas, si bien es
sabido que las biopeliculas de Candida estan influenciadas por factores ambientales y
de naturaleza fisicoquimica en su relaciéon con superficies, (Ramage et al 2005) y que
los mecanismos de adherencia son complejos, e incluyen varios factores; diferentes
temperaturas y condiciones de crecimiento en relacién a los utilizados en este estudio
observamos que C. parapsilosis y C. glabrata, cuando se compara con C. albicans,
demostraron una tendencia al aumento en la adherencia a las superficies acrilicas,
estos resultados coinciden con la evidencia clinica de que el uso de dispositivos

médicos predispone al paciente a desarrollar candidiasis.

La formacion de biopeliculas es evaluada midiendo la viabilidad presente en la
células contenidas en la biopelicula, mediante un ensayo colorimétrico, utilizando una
sal de tetrazolio (XTT) que se convierte, por la accién de las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas, en un producto de color naranja soluble en agua
que puede ser medido espectrofotométricamente (Valentin 2007), como se menciono
anteriormente, en base a esto, observamos el mismo comportamiento en la viabilidad
de las células presentes en las biopeliculas de especies como: C. albicans, C.
parapsilosis y C. glabrata demostrando una mayor capacidad para formar biopeliculas
a las 48 h del ensayo, y observando una disminucidn en la viabilidad a las 72 h
pudiéndose presentar la fase de dispersion donde las células adheridas en la
biopeliculas empiezan a desprenderse para iniciar un nuevo ciclo de colonizacion,
diferencia de C. krusei que demostré su maxima viabilidad dentro de las primeras 24

h de la formacién de biopelicula, y después se observa su disminucién, lo que
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demuestra que la formacién de biopeliculas como factor de virulencia esta en su
maximo de maduacion en las primeras 48 h después de la infeccion (ANEXO 4).
Nuestro estudio coincide con otros (Ramage et al 2013) en cuanto a que existe una
gran variabilidad en la produccién de biopelicula entre aislamientos clinicos de
diversos origenes anatémicos, en la actualidad existe la necesidad de propuestas
diferentes como sistemas y mecanismos para el tratamiento de las infecciones
asociadas a biopeliculas. Estas propuestas incluyen materiales que resisten la
colonizaciéon, nuevos dispositivos recubiertos de antimicrobianos, moléculas
inhibidoras del Quorum-sensing o, incluso, dispositivos capaces de emitir ultrasonidos
o corrientes eléctricas para impedir su colonizacion o aumentar la disgregacién de la
biopelicula. Ademas de estos dispositivos modificados, también se esta evaluando la
eficacia de nuevos antibioticos o la inmersion de los dispositivos en soluciones

microbicidas.
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10. CONCLUSION

Se determino la formacion de biopeliculas estandarizando el método descrito por
Ramage, (2001) con XTT en muestras clinicas recolectadas de unidades hospitalarias

y clinicas, las cuales fueron identificadas mediante pruebas microbiolégicas.
La mayor cantidad de especies aisladas correspondié a C. albicansy C. parapsilosis.

La capacidad de producir biopeliculas se presento en el 98.1 % de los aislamientos
clinicos demostrando que existe diferencia en la produccién de biopelicula entre las

especies de candida y el tipo de muestra clinica aislada.

C. albicans y C. parapsilosis mostrar6n mayor capacidad para adherirse y formar

biopeliculas en comparacién con otras especies.

Por otro lado, el método que se propone podria ser de gran utilidad para profundizar
en el conocimiento cientifico sobre este tema que es de notable importancia clinica,
teniendo en cuenta la ausencia de equipos y reactivos en laboratorios clinicos de
unidades hospitalarias para diagnosticar y producir la formacién de biopeliculas y
demostrar que la formacién de biopelicula estd intimamente asociado con la
capacidad de provocar una infeccién y como tal debe ser considerada como un factor

determinate durante la candidosis.
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULAS A PARTIR DE Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS

HUMANOS. 2 O 1 3
ANEXO 1
Identificacion y origen de la cepa.
FOLIO DONACION FRECCT;;I;D(E g;l\i EDAD “;LP;_:?;A IDENTIFICACION DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO | CONFIRMATIVO
LTV0O01 UMEF-52 13/06/12 F 23 E.VAGINAL C. albicans C. albicans ND
LTV002 UMEF-52 22/06/12 F 23 E.VAGINAL C. albicans C. albicans POP
LTVO003 H. GRAL -57 22/06/12 F ND ESPECTORACION C. albicans C. albicans PB.Tuberculosis
LTVO04 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTV005 UMF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTVO06 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO07 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO0S8 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccién Vag.
LTV009 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO010 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO11 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO12 UMEF-52 31/07/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO13 UMEF-52 13/08/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTV014 UMF-52 13/08/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTVO15 UMEF-52 13/08/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO16 UMEF-52 13/08/12 F 40 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO17 UMF-52 13/08/12 F 32 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTVO18 UMEF-52 13/08/12 F 33 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTVO19 UMEF-52 13/08/12 F 39 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccidn Vag.
LTV020 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND Herida C. albicans C. albicans Infeccion
LTV021 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND Catéter C. albicans C. albicans Dialisis
LTV022.1 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND L. Peritoneal C. albicans C. albicans Dialisis
LTV022.2 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND L. Peritoneal C. albicans C. parapsilosis Dialisis
LTV023.1 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND Cateter C. albicans C. albicans Neumonia
[ = )
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LTV023.2 H. GRAL -57 14/08/12 ND ND Cateter C. albicans C. parapsilosis Neumonia
LTV024 UMF-52 17/08/12 F 36 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTV025 UMEF-52 17/08/12 F 43 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTV026 UMEF-52 17/08/12 F 22 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
FOLIO DONACION II;EECCII-II;A;IE(I)E S/IT\SI) EDAD “;IUPEC;?;A IDENTIFICACION DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO | CONFIRMATIVO
LTV027 UMF-52 17/08/12 F 20 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccion Vag.
LTV028 H. GRAL -VV 20/08/12 F ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans ND
LTV029 H. GRAL -VV 20/08/12 F 17 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Inf. V.U/Cervicovaginitis
LTV030.1 H. GRAL -VV 20/08/12 F 42 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Infeccién Vag.
LTV030.2 H. GRAL -VV 20/08/12 F 42 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Infeccién Vag.
LTV031 H. GRAL -VV 20/08/12 M 3 E.FARINGEO C. albicans C. albicans ND
LTV032 H. GRAL -VV 20/08/12 M 44 ESPECTORACION C. albicans C. albicans Neumonia
LTVO033 UMF-62 20/08/12 F 25 E. VAGINAL C. albicans & @lateenis Ne°p'asc'zr'citcr:|ep'te"a'
LTV034 UMF-62 20/08/12 F 52 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Diabetes Tipo Il
LTVO35 UMEF-62 20/08/12 F 41 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Miomatosis uterina
LTVO36 UMEF-62 20/08/12 F 45 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO37 UMEF-62 20/08/12 F 23 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO38 UMEF-52 24/08/12 F 22 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV039 UMEF-52 24/08/12 F 27 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV040 UMF-52 24/08/12 F 49 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV041 UMEF-62 27/08/12 F 30 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV042 UMEF-62 27/08/12 F 22 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV043 UMF-62 27/08/12 F 47 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTV044 UMEF-62 27/08/12 F 36 E. VAGINAL C. albicans C. glabrata Cervicovaginitis
LTV045 UMEF-62 27/08/12 F 45 E. VAGINAL C. albicans C. krusei Cervicovaginitis
LTV046 UMF-62 27/08/12 F 32 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTV047.1 UMF-62 27/08/12 F 40 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV047.2 UMF-62 27/08/12 F 40 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
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LTV048 UMEF-62 27/08/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV049 UMF-62 27/08/12 F 24 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
FOLIO DONACION II;ECCTI;A;I?(IDE i/RI\(/ZI) EDAD I\;IHUPEC;':')FEA IDENTIFICACION DIAGNOSTICO
PRESUNTIVA | CONFIRMATIVO

LTVO50 UMF-52 31/08/12 F 63 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO51 UMEF-52 31/08/12 F 41 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTV052 UMEF-52 31/08/12 F 41 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO053 UMF-52 31/08/12 F 36 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO54 UMEF-52 31/08/12 F 26 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO55 UMEF-52 31/08/12 F 34 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTVO56 UMEF-52 31/08/12 F 16 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO57 UMEF-52 31/08/12 F 24 E. VAGINAL C. albicans C.parapsilosis Cervicovaginitis
LTVO58 UMEF-52 31/08/12 F 22 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO59 UMEF-62 03/09/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO060 UMEF-62 03/09/12 F 38 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO61 UMEF-62 03/09/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV062 UMEF-62 03/09/12 F 24 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO063 UMEF-62 03/09/12 F 32 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTVO64 UMEF-62 03/09/12 F 52 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO65 UMEF-62 03/09/12 F 39 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTVO66 UMEF-62 03/09/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO67 UMEF-62 03/09/12 F ND E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO68 UMEF-62 03/09/12 F 39 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV069 UMEF-62 03/09/12 F 40 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO070 UMEF-62 03/09/12 F 30 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTVO71 H. GRAL -VV 03/09/12 ND ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans ND

LTV072 H. GRAL -VV 03/09/12 ND ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans ND

LTVO73 H. GRAL -VV 03/09/12 ND ND SECRECION C. albicans C. albicans ND

LTV074 H. GRAL -VV 03/09/12 ND ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans ND

LTVO75 UMF-62 03/09/12 F 38 E. VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
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LTV076 H. GRAL-57 | 03/09/12 | M | ND CATETER | C albicans | C albicans | Dialisis
FOLIO DONACION II;ECCTSI;D(E S;I\?I EDAD I\;IUPEOS'II')REA IDENTIFICACION DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO | CONFIRMATIVO
LTV077 H. GRAL-57 03/09/12 M ND CATETER C. albicans C. albicans Dialisis
LTVO078 H. GRAL-57 03/09/12 F ND CATETER C. albicans C. albicans Dialisis
LTVO079 H. GRAL-57 03/09/12 F ND HERIDA C. albicans C. albicans Absceso cerebral
LTVO80 H. GRAL-57 03/09/12 M ND H.MURNON C. albicans C. albicans Diabetico
LTVO081 UMEF-63 05/09/12 M 4 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINITIS
LTV082 UMEF-63 05/09/12 M 1 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINOFARINGITIS
LTV083 UMF-63 05/09/12 F 26 E. VAGINAL C. albicans C. parapsilosis Cervicovaginitis
LTV084 UMEF-63 05/09/12 F 6 E.FARINGEO C. albicans C. albicans FA.CRONICA
LTVO85 UMEF-63 05/09/12 F 6 E.FARINGEO C. albicans C. albicans FA. CRONICA
LTVO086 UMEF-62 17/09/12 F 28 E.VAGINAL C. albicans C. parapsilosis P.O Cesaria
LTV087 UMEF-63 20/09/12 M 7 E.FARINGEO C. albicans C. glabrata FARINGITIS
LTV088 UMEF-63 20/09/12 F ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTVO089 UMEF-63 20/09/12 M ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTV090 UMEF-63 20/09/12 M 56 E.URETRAL C. albicans C. albicans BALANITIS
LTV091 UMEF-63 20/09/12 F 42 E.VAGINAL C. albicans C. albicans CERVICOVAGINITIS
LTV092 UMF-63 20/09/12 F 67 E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTV093 UMEF-63 20/09/12 M ND E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTV094 UMEF-63 20/09/12 F 45 E.VAGINAL C. albicans C. krusei CERVICOVAGITIS
LTV095 UMF-63 20/09/12 F 37 E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTV096 UMEF-63 20/09/12 M 24 E.FARINGEO C. albicans C. albicans TOS CRONICA
LTV097 UMEF-63 20/09/12 M 5 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINOFARINGITIS
LTV098 UMEF-63 20/09/12 F 18 E.FARINGEO C. albicans C. albicans FARINGITIS
LTV099 UMEF-63 20/09/12 F 22 E.VAGINAL C. albicans C. albicans CERVICOVAGINITIS
LTV100 UMEF-63 20/09/12 F 43 E.VAGINAL C. albicans C. albicans CERVICOVAGINITIS
LTV101 UMF-63 20/09/12 M 3 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINOFARINGITIS
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HUMANOS.
LTV102 UMF-63 20/09/12 M 7 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINOFARINGITIS
LTV103 UMF-63 20/09/12 F 53 E.FARINGEO C. albicans C. parapsilosis ASMA
FOLIO DONACION FRECC:ZTSIE; g;l\?l EDAD I\;IF:JPEC;'II?;A IDENTIFICACION DIAGNOSTICO
PRESU CONFI
LTV104.1 UMF-63 20/09/12 F 53 E.FARINGEO C. albicans C. albicans RINITIS ALERGICA
LTV104.2 UMF-63 20/09/12 F 53 E.FARINGEO C. albicans C. parapsilosis | RINITIS ALERGICA
LTV105.1 UMEF-52 21/09/12 F 31 E.VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis
LTV105.2 UMEF-52 21/09/12 F 31 E.VAGINAL C. albicans C. parapsilosis | Cervicovaginitis
LTV106 UMEF-52 21/09/12 F 54 E.VAGINAL C. albicans C. albicans Cervicovaginitis

ND: No Determinado.
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Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS. 201 3
ANEXO 2
Preparacion y calculos de reactivos Reactivos para formacion de
Biopeliculas

Medios de cultivo y conservacion de
hongos

e Agar Dextrosa
Sabouraud®BDBioxon

e C(Caldo Dextrosa Sabouraud

Formula aproximada para 1000 mL de
agua purificada.

Dextrosa®BDBioxon 40.0g
Peptona de carne ® BDBioxon 50g
Peptona de caseina ® BDBioxon 5.0g
pH5.6 +0.2

e (Caldo YPD

Formula aproximada para 1000 mL de
agua purificada.

YeastExtract® DIFCO 10g

Peptone  Bacteriological Technical

®DIFCO 20g
Dextrosa ® BDBioxon 20g

pH7.4+0.2

——

73

e Menadiona ®SIGMA-ALDRICH

Synonym: 2-Methyl-1,4-
naphthoquinone, Vitamin K3

Formula: C 11H g0 2

Molecular Weight: 172.18

e Phosphate Buffered Saline
®SIGMA-ALDRICH
e PBS - DEXTROSA

PBS ®SIGMA-ALDRICH
Dextrosa ® BDBioxon

e XTT Sal de sodio ®SIGMA-
ALDRICH

Synonym:2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium-5-
carboxanilide inner salt.

Formula: C22H16N7N3013SZ
673.5

Molecular Weight:

'



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULAS A PARTIR DE
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

2013

ANEXO 3. Resultados Desviacion Estandar (DS) y Densidad Optica (DO) de la formacion de Biopeliculas por muestra.

24 horas 48 horas 72 horas
FOLIO GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE DS DO DS DO DS DO
C. Ref ND ND ATCC 32354 CONTROL + C. albicans 0.1045| 1.803)0.221)2.12110.3082 | 2.341
LTV001 F 23 E.VAGINAL/ND C. albicans 0.118 | 1.145 | 0.362|2.387 | 1.033 | 1.273
LTV002 F 23 E.VAGINAL/POP C. albicans 0.204 | 1.417 |0.607 |2.108 | 0.143 | 0.191
LTV003 F ND EXPECTORACION/TUBERCULOSIS C. albicans 0.047 | 0.341 |0.057 | 2.841| 0.145 | 2.345
LTV004 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.435 | 0.683 |0.104|2.692 | 0.284 | 2.072
LTV0O05 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.003 | 0.431 (0.180|2.710| 0.668 | 1.411
LTV006 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.742 | 1.058 |0.536|2.375| 0.675 | 0.844
LTV007 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.378 | 0.678 |0.516|1.862 | 0.594 | 2.361
LTV008 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.483 | 0.879 | 0.065|0.373 | 0.146 | 0.392
LTV009 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.315 | 0.669 | 0.734|2.064 | 0.451 | 0.390
LTV010 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.536 | 0.891 |0.127 |2.359| 0.126 | 0.311
LTV011 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.436 | 1.484 |1.055|2.431| 0.050 | 0.342
LTV012 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.410 | 1.198 |0.712|2.106| 0.574 | 1.231
LTVO013 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.645 | 1.284 | 0.860|1.245 | 0.023 | 0.128
LTV014 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.408 | 1.063 | 0.636|0.900| 0.446 | 0.561
LTVO015 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.032 | 1.025 |0.107 | 0.280 | 0.091 | 0.198
LTVO016 F 40 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.458 | 1.394 | 0.395(0.406 | 0.011 | 0.044
LTVO017 F 32 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.437 | 1.369 |0.335(0.496 | 0.113 | 0.197

24 horas 48 horas 72 horas
FOLIO GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE DS DO DS DO DS DO
LTV018 F 33 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.622 | 0.848 |0.108 |0.105| 0.332 | 0.198
LTV019 F 39 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.196 | 0.899 |0.912 (1.514| 0.107 | 0.236
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULAS A PARTIR DE

Candida AISLADAS DE CASOS CLiNIcos Humanos, | 2013
LTV020 ND ND HERIDA/INFECCION C. albicans 0.731 | 1.139 |0.492]2.315] 0.054 | 0.810
LTV021 ND ND CATETER/I.RENAL C. albicans 0.163 | 1.608 | 0.018|3.033| 0.516 | 2.044
LTV022.1 |  ND ND LAVADO PERITONEAL/I. RENAL C. albicans 0.258 | 1.525 | 0.668 | 1.970| 0.152 | 0.733
LTV0222 | ND ND LAVADO PERITONEAL/I. RENAL C.parapsilosis | 0.686 | 2.156 |0.444 | 1.754 | 0.661 | 1.117
LTV023.1 | ND ND CATETER/NEUMONIA C. albicans 0.577 | 1.897 |0.124|2.870| 0.218 | 1.242
LTV023.2 | ND ND CATETER/NEUMONIA Cparapsilosis | 1.024 | 1.531 |0.843 |2.290| 0.163 | 1.249
LTV024 F 36 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.808 | 1.605 | 0.452|0.906 | 0.276 | 0.577
LTV025 F 43 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.357 | 1.081 | 0.009|3.052| 0.175 | 0.282
LTV026 F 22 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.027 | 1.343 |0.902 | 2.025 | 0.237 | 0.303
LTV027 F 20 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.681 | 1.775 | 0.756 | 0.993 | 0.076 | 0.104
LTVO028 F ND E.FARINGEO/ND C. albicans 0.340 | 1.336 |0.199|1.582| 0.168 | 1.365
LTV029 F 17 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.865 | 1.978 | 0.199|0.674| 0.159 | 0.475
LTV030.1 F 42 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.350 | 1.434 | 0.416|2.744| 0.219 | 0.730
LTV030.2 F 42 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.parapsilosis | 0.082 | 0.710 | 0.446 | 2.763 | 0.608 | 2.333
LTVO031 M 3 E.FARINGEO/ND C. albicans 0.160 | 1.155 | 0.318 | 1.683 | 0.085 | 0.204
LTV032 M 44 ESPECTORACION/NEUMONIA C. albicans 0.247 | 0.945 | 0.016 | 3.015| 0.326 | 0.348
LTVO33 F 25 | B VAGINAL/ NESE&CISC'QL'NTRAEP'TE“AL C. albicans 0.018 | 0.649 |0.010|2.976 | 0.600 | 1.687
LTVO034 F 52 E. VAGINAL/DIABETES TIPO I C. albicans 0.012 | 0.643 | 0.213|2.861] 0.375 | 1.000
24 horas 48 horas 72 horas
FOLIO | GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE Ds | bo | bs | bo | bs | po
LTVO035 F 41 | E. VAGINAL/MIOMATOSIS UTERINA C. albicans 0.069 | 0.652 | 0.039|2.994| 0.246 | 0.350
LTVO36 F 45 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.129 | 0.816 | 0.047|2.969| 0.052 | 0.223
LTVO037 F 23 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.763 | 1.671 | 0.258|2.433| 1.010 | 0.937
LTVO38 F 22 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS © cliamic 0.374 | 1.839 | 0.105 | 2.507 | 0.087 | 0.354
LTVO039 F 27 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.634 | 1.690 | 0.070|1.417 | 0.203 | 0.401
LTV040 F 49 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.232 | 0.693 | 0.365|1.947 | 0.162 | 0.815
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Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS. 2013
LTV041 F 30 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.122 | 1.191 | 0.542|1.750| 0.190 | 0.602
LTV042 F 22 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.120 | 0.887 |0.215|0.674 | 0.117 | 0.512
LTV043 F 47 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 0.187 | 2.300 | 0.091|2.533| 0.532 | 1.791
LTvV044 F 36 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. glabrata 0.121 | 1.533 ({0.110|1.697 | 0.110 | 0.964
LTV045 F 45 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. krusei 0.197 | 0.431 |0.162|0.487 | 0.032 | 0.182
LTV046 F 32 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosls 0.204 | 1.863 [0.038|2.485| 0.162 | 1.786
LTV047.1 F 40 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.794 | 1.890 |0.134|0.237| 0.077 | 0.493
LTV047.2 F 40 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 0.565 | 2.032 [0.051|2.665| 0.211 | 2.372
LTV048 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.062 | 0.459 |0.221|0.583| 0.222 | 0.581
LTV049 F 24 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.519 | 1.190 |0.152|0.444 | 0.112 | 0.501
LTV050 F 63 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.378 | 0.906 | 0.076|0.221| 0.083 | 0.210
LTV051 F 41 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 0.231 | 2.241 | 0.199|1.854 | 0.065 | 2.490
LTV052 F 41 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.144 | 0.194 |0.073|0.133| 0.026 | 0.115
LTV053 F 36 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.283 | 2.235 | 0.130|2.385| 0.195 | 2.881
LTV054 F 26 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.023 | 2.525 | 0.229|2.288| 0.163 | 1.805
24 horas 48 horas 72 horas

FOLIO GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE DS DO DS DO DS DO
LTVO55 F 34 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 0.062 | 2.519 |0.123|2.204 | 0.240 | 2.755
LTV056 F 16 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.029 | 2.196 |0.061|2.244| 0.010 | 2.903
LTV057 F 24 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.parapsilosis 0.083 | 2.583 (0.405 | 0.656 | 0.045 | 0.095
LTV058 F 22 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.247 | 2.257 |0.087|2.299| 0.282 | 2.140
LTVO059 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.836 | 1.423 |0.027|2.357 | 0.031 | 2.981
LTV060 F 38 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.053 | 2.384 |0.597 |1.358 | 0.270 | 1.359
LTV061 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.854 | 1.148 | 0.092 |0.462| 0.202 | 0.574
LTV062 F 24 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.152 | 2.316 |0.552|1.239| 0.179 | 1.279
LTVO063 F 32 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 0.115 | 2.121 | 0.226|0.420| 0.107 | 0.432
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LTVO64 F 52 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.062 | 1.891 |0.256|2.303 | 0.377 | 2.453
LTVO065 F 39 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis | 0.159 | 2.448 | 0.044 | 2.441| 0.029 | 2.904
LTVO66 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.180 | 2.398 |0.186|1.663 | 0.594 | 2.593
LTVO067 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.563 | 1.789 |0.074 | 2.381 | 0.220 | 1.554
LTVO68 F 39 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.411 | 2.049 |0.590|2.037 | 0.281 | 2.721
LTVO069 F 40 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.100 | 2.501 |0.118|2.261 | 0.192 | 0.635
LTV070 F 30 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.108 | 2.487 |0.079|2.315| 0.274 | 0.561
LTVO71 ND ND E.FARINGEO/ND C. albicans 0.350 | 2.119 |0.584|1.741 | 0.394 | 2.516
LTV072 ND ND E.FARINGEO/ND C. albicans 0.601 | 1.692 |0.130|0.324 | 0.037 | 0.102
LTV073 ND ND SECRECION/ND C. albicans 0.087 | 2.404 |0.076|2.386 | 0.028 | 2.959
LTV074 ND ND E.FARINGEO/ND C. albicans 0.063 | 2.231 |0.407|1.955| 0.118 | 2.805
LTVO75 F 38 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.027 | 3.052 |0.091|2.261 | 0.184 | 2.855
24 horas 48 horas 72 horas
FOLIO | GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE Ds | DO | DS | X | DS | X
LTVO76 M ND CATETER/I.RENAL C. albicans 0.094 | 2.394 |0.004|2.321| 0.027 | 2.958
LTV077 M ND CATETER/I.RENAL C. albicans 0.181 | 1.993 |0.178|2.294 | 0.022 | 2.955
LTVO78 F ND CATETER/I. RENAL C. albicans 0.396 | 2.571 |0.095|2.446 | 0.022 | 2.983
LTVO79 F ND HERIDA/ABSCESO CEREBRAL C. albicans 0.289 | 2.729 |0.082|2.479 | 0.586 | 2.326
LTV080 M ND SECRECION MURON/DIABETES C. albicans 0.163 | 2.157 |0.158|1.933 | 0.029 | 2.939
LTV081 M 4 E.FARINGEO/RINITIS C. albicans 0.444 | 0.560 |0.373|0.385 | 0.076 | 0.222
LTV082 M 1 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 0.302 | 0.943 |0.097|0.201 | 0.009 | 0.036
LTVO083 F 26 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis | 0.116 | 1.814 | 0.163 | 2.470| 0.689 | 1.974
LTV084 F 6 E'FAR'NGEO/EARgsliiAM'GDAL'T'S C. albicans 0.822 | 1.167 |0.389|1.864 | 0.089 | 0.430
LTVO85 F 6 E'FAR'NGEO/E‘SSETM'GDA“T'S C. albicans 0.326 | 1.054 |0.370|1.673 | 0.041 | 0.195
LTVO86 F 28 | E.VAGINAL/EMBARAZO POR CESARIA C. parapsilosis | 0.095 | 1.996 | 0.098 | 2.503 | 0.133 | 2.234

—
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LTV087 M 7 E.FARINGEO/FARINGITIS C. glabrata 0.221 |1.737 |0.117 | 2.613 | 0.134 | 2.373
LTV088 F ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.616 | 1.831|0.143|1.373| 0.133 | 1.501
LTV089 M ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.481 | 1.679 |0.580|1.724 | 0.047 | 0.087
LTV090 M 56 E.URETRAL/BALANITIS C. albicans 0.056 | 0.701 |0.556|1.480| 0.090 | 0.392
LTV091 F 42 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.093 | 1.943 | 0.087|2.277 | 0.039 | 0.080
LTV092 F 67 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.105 | 1.893 |0.617|1.587 | 0.018 | 0.139
LTV093 M ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.521 | 1.826 |0.488|1.929 | 0.384 | 0.320
LTV094 F 45 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.krusei 0.500 | 2.305 |0.681|1.489| 0.422 | 1.142
24 horas 48 horas 72 horas

FOLIO GENERO | EDAD MUESTRA/DX ESPECIE DS X DS X DS X

LTV095 F 37 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.248 | 2.108 |0.725|1.536| 0.080 | 0.149
LTV096 M 24 E.FARINGEO/TOS CRONICA C. albicans 0.431 | 2.004 | 0.202 |2.264 | 0.606 | 1.478
LTV097 M 5 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 0.045 | 2.126 |0.094 |2.134| 0.711 | 1.601
LTV098 F 18 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 0.168 | 1.944 | 0.940|1.293| 0.059 | 0.137
LTV099 F 22 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.508 | 1.576 |0.236|2.296 | 0.094 | 0.197
LTV100 F 43 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.713 | 1.650 [ 0.172|2.338| 0.167 | 0.206
LTV101 M 3 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 0.953 | 1.704 | 0.715|1.427 | 0.023 | 0.158
LTV102 M 7 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 0.230 | 1.796 | 0.076|2.376 | 0.335 | 1.340
LTV103 F 53 E.FARINGEO/ASMA C.parapsilosis 0.655 | 2.683 |0.549|0.771 | 0.489 | 1.513
LTV104.1 F 53 E.FARINGEO/RINITIS ALERGICA C. albicans 0.342 | 2.125 |0.514|1.357| 0.137 | 0.217
LTV104.2 F 53 E.FARINGEO/RINITIS ALERGICA C.parapsilosis 0.225 | 2.020 |0.716|1.420| 0.418 | 0.668
LTV105.1 F 31 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.albicans 0.530 | 1.696 |0.497|1.453| 0.611 | 0.737
LTV105.2 F 31 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.parapsilosis 0.200 | 1.844 |0.239|1.912| 0.196 | 0.523
LTV106 F 54 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.239 | 2.230 | 0.985|1.581| 0.990 | 1.523
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULAS A PARTIR DE 2013
Candida AISLADAS DE CASOS CLINICOS HUMANOS.

ANEXO 4. Distribucion segun el rango de produccion de formacion de Biopeliculas.

DO a 24 horas DO a 48 horas DO a 72 horas

o a = © © © = © © © S 20.2a | 21.1a| 22.1a
FOLIO & < MUESTRA/DX ESPECIE N N © | = 2= © N N © [+ 2 |~ © N

o & S I8 " |a Y& ™ |° ® " |sn V|8 7|2 1.0 | 2.0 3.0
LTV001 F 23 E.VAGINAL/ND C. albicans 1.145 2.387 1.273
LTV002 F 23 E.VAGINAL/POP C. albicans 1.417 2.108 | 0.191
LTV003 F ND ESPECTORACION/TUBERCULOSIS C. albicans 0.341 2.841 2.345
LTV004 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.683 2.692 2.072
LTV005 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.431 2.710 1.411
LTV006 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.058 2.375 0.844
LTV007 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.678 1.862 2.361
LTV008 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.879 0.373 0.392
LTV009 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.669 2.064 0.390
LTVO010 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.891 2.359 0.311
LTVO11 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.484 2431 0.342
LTVO012 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.198 2.106 1.231
LTVO013 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.284 1.245 0.128
LTV014 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.063 0.900 0.561
LTVO15 F ND E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.025 0.280 0.198
LTVO16 F 40 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.394 0.406 0.044
LTVO017 F 32 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.369 0.496 0.197
LTVO018 F 33 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.848 0.105 0.198
LTV019 F 39 E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.899 1.514 0.236
LTV020 ND ND HERIDA/INFECCION C. albicans 1.139 2.315 0.810
LTV021 ND ND CATETER/I. RENAL C. albicans 1.608 3.033 2.044
LTV022.1 | ND ND LAVADO PERITONEAL/I.RENAL C. albicans 1.525 1.970 0.733 | 1.117
LTV022.2 | ND ND LAVADO PERITONEAL/I.RENAL C.parapsilosis 2.156 1.754 1.242
LTV023.1 | ND ND CATETER/NEUMONIA C. albicans 1.897 2.870 1.249

DO a 24 horas DO a 48 horas DO a 72 horas
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[=) 1 © © © s © © © = > 211 |

FOLIO g é MUESTRA/DX ESPECIE § % S ; 2 ; 2 § % 2 E b % = § _(i.; a 2.; _i.; a
LTV023.2 | ND | ND CATETER/NEUMONIA C.parapsilosis 1.531 2.290

LTV024 | F | 36 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.605 0.906 0.577

LTV025 | F | 43 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.081 3.052 0.282

LTV026 | F | 22 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.343 2.025 0.303

LTV027 | F | 20 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.775 0.993 0.104

LTv028 | F | ND E.FARINGEO/ND C. albicans 1.336 1.582 1.365

LTV029 | F | 17 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.978 0.674 0.475
LTV030.1 | F | 42 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.434 2.744 0.730
LTV030.2 | F | 42 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.parapsilosis 0.710 2.763 2.333
LTvo31 | M | 3 E.FARINGEO/ND C. albicans 1.155 1.683 0.204

LTV032 | M | 44 | ESPECTORACION/NEUMONIA C. albicans 0.945 3.015 0.348

LTvo33 | F | 25 I;%’:S;ﬁ’;t{:‘fg&éi& C. albicans 0.649 2.976 1.687

LTV034 | F | 52 | E.VAGINAL/DIABETES TIPO Il C. albicans 0.643 2.861 1.000

LTvo3s | F | 41 E. VAG'NSTLQ;’:L?AMATOS'S C. albicans 0.652 2.994 0.350

LTV036 | F | 45 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.816 2.969 0.223

LTV037 | F | 23 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.671 2.433 0.937

LTV038 | F | 22 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.839 2.507 0.354

LTV039 | F | 27 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.690 1.417 0.401

LTV040 | F | 49 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.693 1.947 0.815

LTV041 | F | 30 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.191 1.750 0.602

LTV042 | F | 22 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.887 0.674 0.512

LTV043 | F | 47 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. parapsilosis 2.300 2.533 1.791

LTV044 | F | 36 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. glabrata 2.235 2.520 2.432
LTV045 | F | 45 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. krusei 0.431 0.487 0.182
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LTv046 | F | 32 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosls 1.863 | 2.485 | 1.786
LTV047.1 | F ‘ 40 ‘ E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.890 0.237 ‘ 0.493 ‘
DO a 24 horas DO a 48 horas DO a 72 horas
= © © © = © © © =
FOLIO g g MUESTRA/DX ESPECIE g L e g 2 . 2 g L e 4 2 3 2 g Z‘i‘;a ;16“ Zi';a
LTV047.2 | F | 40 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 2.032 2.665 2.372
LTVO48 | F | ND | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.459 0.583 0.581
LTV049 F | 24 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.190 0.444 0.501
LTVOS0 | F | 63 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 0.906 0.221 0.210
LTVO51 | F | 41 | E VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 2.241 1.854 2.490
LTVO52 | F | 41 | E VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.albicans | 0.194 0.133 0.115
LTVO53 | F | 36 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.235 2.385 2.881
LTVO54 | F | 26 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.525 2.288 1.805
LTVOS5 | F | 34 | E VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 2.519 2.204 2.755
LTVOS6 | F | 16 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.196 2.244 2.903
LTVO57 F | 24 | E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | Cparapsilosis 2.583 0.656 0.095
LTVOS8 | F | 22 | E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.257 2.299 2.140
LTVOS9 | F | ND | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1423 2.357 2.981
LTVO60 | F | 38 | E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.384 1.358 1.359
LTVO61 | F | ND | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.148 0.462 0.574
LTVO62 | F | 24 | E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.316 1.239 1.279
LTVO63 | F | 32 | E VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 2.121 0.420 0.432
LTVO64 | F | 52 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1891 2.303 2.453
LTVO65 | F | 39 | E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 2.448 2.441 2.904
LTVO66 | F | ND | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.398 1.663 2.593
LTVO067 F | ND | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.789 2.381 1.554
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LTVo68 | F | 39 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.049 2.037 2.721
LTVO69 | F | 40 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.501 2.261 0.635
LTv070 | F | 30 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.487 2.315 0.561
LTVO71 | ND | ND E.FARINGEO/ND C. albicans 2.119 1.741 2.516
LTV072 | ND | ND E.FARINGEO/ND C. albicans 1.692 0.324 0.102
LTV073 | ND | ND SECRECION/ND C. albicans 2.404 2.386 2.959
DO a 24 horas DO a 48 horas DO a 72 horas
o S e © © = © © © =] 20.2a | 21.1a| 22.1a
oo |2 | = MUESTRA/DX ESPECIE R |n @ © = © R N e|la e |v o|R
e |2 s g ~|=m YA s & “|A Y |d 7S 1.0 | 2.0 3.0
LTV074 | ND | ND E.FARINGEO/ND C. albicans 2.231 1.955 2.805
LTVO75 | F | 38 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 3.052 2.261 2.855
LTV076 | M | ND CATETER/I. RENAL C. albicans 2.394 2.321 2.958
LTvo77 | M | ND CATETER/I.RENAL C. albicans 1.993 2.294 2.955
LTvo78 | F | ND CATETER/I.RENAL C. albicans 2.571 2.446 2.983
LTVO79 | F | ND | HERIDA/ABSCESO CEREBRAL C. albicans 2.729 2.479 2.326
LTV080 ND | SECRECION MURNON/DIABETES C. albicans 2.157 1.933 2.939
LTvos: | m | 4 E.FARINGEO/RINITIS C. albicans 0.560 0.385 0.222
LTV082 | M | 1 | E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 0.943 0.201 0.036
LTVO83 | F | 26 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C. parapsilosis 1.814 2.470 1.974
LTvosa | F | 6 E'FAR'NGET?S/ FC/;E:ETM'G DAL C. albicans 1.167 1.864 0.430
tvoss | F | 6 |EFARING ET?S/ FC/;F:J”:‘E%AM'G DALI C. albicans 1.054 1.673 0.195
LTV086 F 28 E'VAGINAI&/:SIXEC_\RAZO POR C. parapsilosis 1.996 2.503 2.234
LTvos7 | m | 7 E.FARINGEO/FARINGITIS C. glabrata 1.737 2.613 2.373
LTVO88 | F | ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 1.831 1373 1.501
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LTVO89 | M | ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 1.679 1.724 0.087

LTVO90 | M | 56 E.URETRAL/BALANITIS C. albicans 0.701 1.480 0.392

LTVO91 | F | 42 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.943 2.277 | 0.080

LTv092 | F | 67 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 1.893 1.587 0.139

LTV093 | M | ND E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 1.826 1.929 0.320

LTV094 | F | 45 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.krusei 2.305 1.489 1.142
LTvo95 | F | 37 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 2.108 1.536 0.149

LTvo96 | M | 24 E.FARINGEO/TOS CRONICA C. albicans 2.004 2.264 1.478
LTV097 | M | 5 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 2.126 2.134 1.601
LTvo9s | F | 18 E.FARINGEO/FARINGITIS C. albicans 1.944 1.293 0.137

LTV099 | F | 22 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 1.576 2.296 | 0.197

LTV100 ‘ F ‘ 43 ‘ E. VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans | | 1.650 | ‘ ‘ ‘ 2.338 ‘ 0.206 ‘ ‘

DO a 24 horas DO a 48 horas DO a 72 horas
FoLio [ |2 MUESTRA/DX ESPECIE SR oS e Sa |88 alSe 8 a8 2022 2lia) 2212
o |2 s Ig “ |4 Y4 s g “|a " d"|e 1.0 | 2.0 3.0

LTvVi01 (M| 3 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 1.704 1.427 0.158

LTv102 |M| 7 E.FARINGEO/RINOFARINGITIS C. albicans 1.796 2.376 1.340
LTV103 F | 53 E.FARINGEO/ASMA C.parapsilosis 2.683 0.771 1.513
LTV104.1 | F | 53 | E.FARINGEO/RINITIS ALERGICA C. albicans 2.125 1.357 0.217
LTV104.2 | F | 53 | E.FARINGEO/RINITIS ALERGICA C.parapsilosis 2.020 1.420 0.668
LTV105.1 | F | 31 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C.albicans 1.696 1.453 0.737
LTV105.2 | F | 31 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS | C.parapsilosis 1.844 1.912 0.523

LTV106 | F | 54 | E.VAGINAL/CERVICOVAGINITIS C. albicans 2.230 1.581 1.523
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