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l. Antecedentes

I.1. Género Candida
[.1.1. Historia
El género Candida Berkhout y la especie C. albicans (Robin) Berkhout 1923 ha
recibido méas de 100 sinénimos y ha pasado a través de 18 géneros®*. Robin en
1853, describio por primera vez a esta levadura como Oidium albicans; otro de los
géneros que tuvo gran relevancia en la historia de esta levadura fue Monilia,
descrito por Plaut en 1885 como Monillia candida Saccardo (1886), nombre que
fue modificado por Zopf en 1890. Este hombre binomial fue conservado por mas
de 30 afios hasta el trabajo de Christine Marie Berkhout, quien en 1923 propuso el
género Candiday la especie C. albicans Berkhout, el cual fue presentado y
aceptado en el 3er Congreso Internacional de Microbiologia en Nueva York en
1939. Todas aquellas levaduras que no coincidieron con el género Monillia fueron
incluidas en el género Candida3%63, En 1995, Sullivan y cols. describieron una
nueva especie de este mismo género, a la que llamaron Candida dubliniensis,
debido a que fue aislada de la cavidad bucal de un paciente de Dublin, Irlanda,
infectado por VIH, mientras se realizaba un estudio epidemiolégico sobre
infecciones por Candida; estos autores notaron que las cepas aisladas no
hibridaban con la sonda de DNA 27A, especifica para C. albicans®. Entre 1910 y
1912, Aldo Castellani realizé las primeras aportaciones sobre una infeccién
broncopulmonar por Candida, llamada “tos de los catadores de té”, estudios en los
que él sospechaba de la existencia de otras especies; asi hizo las primeras
descripciones de Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida kefyr y Candida

tropicalis®!.



[.1.2. Taxonomia

La ubicacion taxonomica de las especies de Candida se basdé en sus
caracteristicas ultraestructurales vy fisiolégicas'®. En algunas de las especies se ha
descrito la fase teleomorfa: Candida famata (Debaromyces hansenii), Candida
guilliermondii (Castellani) Langeron et Guerra, 1938 (var. guilliermondii) (Pichia
guilliermondii), Candida guilliermondii (var. membranaefaciens) (Pichia ohmeri),
Candida kefyr (Beijerinck) van Uden et Buckley 1970 (Kluyveromyces marxianus),
Candida krusei (Castellani) Berkhout, 1923 (Issatchenkia orientalis), Candida
lusitaniae van Uden et Carmo-Sousa, 1959 (Clavispora lusitaniae) y Candida
norvegensis (Dietrichson) van Uden et Farinha ex van Uden et Buckley (Pichia
norvegensis). En la actualidad por los estudios de biologia molecular se han
construido arboles filogenéticos para aclarar la relacién entre las especies de este

género?,

Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Subphylum Ascomycotina
Clase Ascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie: C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, C. parapsilosis, C.

guilliermondii, C. krusei,...

1.1.3. Habitat

Algunas de las especies de Candida se encuentran como comensales en el
humano, principalmente en la boca, intestino, tracto genito-urinario y sobre la piel,
mas comunmente en los pliegues que son sitios de mayor humedad. Existen

reportes del aislamiento de C. albicans de otras fuentes como agua potable y de



plantas (Ulex europeaux, Myrtus communis); en ocasiones se ha aislado de leche
bovina. Candida tropicalis se ha obtenido de animales marinos como
Dendrobranchiata sp. (langostino); C. guilliermondii también se aisla de piel
normal, agua de mar, heces de animales, manteca, cuero, avispas de higueras,
pescado y cerveza; los aislados de C. parapsilosis han sido obtenidos de aguas
residuales y oceanicas, carnes curadas y aceitunas 30%°. Mock y cols.>® en 1984
reportaron el aislamiento de diversas especies de Candida, del suelo de la region
del Amazonas, Brasil, principalmente C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii y C.
parapsilosis. En el cuadro 1 se muestran algunos reportes de aislamiento de

Candida spp. de diversas fuentes (cuadro 1).

Aislamientos de Candida spp. de diversas fuentes.

Especie Fuente de Pais Autores
aislamiento
C. parapsilosis Agua de mar Portugal Gadanho y cols.?®

C. krusei Madeiros y cols.5!

C. tropicalis Agua de rio Brasil

C. guilliermondii C.
parapsilosis
C. glabrata Agua de lagos Colombia Silva-Bedoya LM?®’
artificiales
C. krusei Aguas residuales | Estados Unidos de | Meyers y cols.>
América
C. albicans Delfines y Agua de Japon Takahashiy
C. tropicalis acuarios cols.”t

I.1.4 Caracteristicas morfologicas

En el cuadro 2 se muestra las caracteristicas morfoldégicas de algunas de las
especies de Candida. En términos generales la morfologia se estudia
macroscopicamente y microscopicamente.

Macroscopica: Candida spp. crecen en agar dextrosa Sabouraud formando
colonias opacas, de color blanco a amarillento, de aspecto cremoso y superficie
lisa, margen bien definido; con el paso del tiempo algunas especies desarrollan

colonias rugosas®.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-Bedoya%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24948924

Microscopica: Las células son de forma globosa, ovoide, cilindrica o alargada;

con un tamafio de 2 a 4 um.

Cuadro 2. Caracteristicas morfoldgicas de las especies de Candida

Especie Morfologia Morfologia Descripcién de hifas,
macroscopica microscopica seudohifas
C. albicans Colonias blancas, Células esféricas a Hifas septadas,
planas, de aspecto | ovaladas, tamafio de | seudohifas alargadas de

cremoso, margen 2.0-7.0 x 3.0-8.5 ym 7 a 10 um, ramificadas
bien definido con cumulos de

blastoconidios en las
constricciones
C. tropicalis Colonias blancas, Células esféricas y Las seudohifas

blanco grisaceo
mate, cremosas, de
superficie lisa o
plegada, margen
filamentoso bien
definido

ovaladas, tamafio de
3.0-5.5x4.0-9.0 ym

portan blastoconidios
simples o dispuestos en
cadenas cortas o en
racimos

C. parapsilosis

Colonias blancas y
opacas, cremosas,
de superficie lisa

Células pequefias en
forma oval, eliptica y
elongada, tamafio de
2.0-3.5x 3.0-4.5 ym

Seudohifas en cadenas
de células elongadas,
racimos
de blastoconidios
redondos u ovales
distribuidos en intervalos

sobre las
seudohifas
C. glabrata Colonias blancas, Células ovoides, No presenta seudohifas
cremosas de tamafio de 2.0-4.0 x
superficie lisa 3.0-5.5 um
C. krusei Colonia blancas, Células ovoides, Seudohifas en cadenas
opacas, de elongadas y de células elongadas,
superficie rugosa, cilindricas, tamafio de ramificadas.
margen irregular y 2.2-5.6 x 4.3-5.2 ym | Blastoconidios en racimo
filamentoso y cadenas sobre las
seudohifas
C. famata Colonias cremosas, Células ovoides, Seudohifas

de color blanco,
lisas y planas

tamafio de 2-3.5 x 3.5-
5um

rudimentarias




Los clamidoconidios son otras de las estructuras observadas en C. albicans y C.
dubliniensis. Estas células se caracterizan por presentar forma esférica, de pared
gruesa (400 nm), con tres capas: la mas interna es de naturaleza proteica
formando una matriz compleja, la capa media y la capa externa son una estructura
granular densa, continua de la pared celular del cuerpo suspensor. La membrana
citoplasmatica es irregular, en las células de aproximadamente 16 horas de
desarrollo; en cambio, en los clamidoconidios de 24 horas es lisa y
ocasionalmente con invaginaciones. Los clamidoconidios presentan en el
citoplasma organelos celulares como mitocondrias y ribosomas, éstos son
abundantes y se distribuyen en la periferia de la célula, mientras que en el centro
se concentran estructuras lipidicas®®. Diversos autores han reportado que la
funcion de los clamidoconidios es de resistencia, es decir soportan condiciones
desfavorables para el desarrollo de los hongos. En la figura 1 se observa la

estructura ultramicroscépica de un clamidoconidio®®.

Figura 1. Clamidoconidio observado por microscopia electrénica. Pared celular
(cw), mitocondria (m), ribosoma (r), organelo ligado a la membrana (0), inclusién
lipidica (l). Tomada de Miller y cols, 197456,



La pared celular de las levaduras de Candida spp. tiene un espesor de 125-300
nm, compuesta por varias capas: a) capa externa (proteinas, lipidos y mananos);
b) capa intermedia (B 1-3 glucano y quitina); c) capa interna (manano y proteinas)
(Figura 2)850,

=== Mannan @ N-acetylglucosamine
= Cell wall protein @ o-(13}mannose | TTTTTTTTTTTTTTTT L TS
B-(1.6)-glucan @ o-(1.2)-mannose
= B-{1.3)-glucan © o-(16Fmannose
== Chitin O B-(1.2)-mannose
> B-(14)-mannose

@ B-{16)-glucose
® B-(1.3)-gluccse

:
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|
—Asn=X=Ser/Thr — ~—Ser/Thr—

Figura 2. Distribucidon de los componentes en la pared celular de Candida. Tomada
de Netea y cols.®°.

[.1.5 Factores de virulencia

En las especies de Candida se han detectado diversos factores que estan
involucrados en el proceso de colonizacién y/o infeccion.

1. Adaptacién al pH: esta propiedad esta relacionada con dos genes: PHR1 y
PHR2, ambos se activan o inactivan en diferentes condiciones; el primero se
activa a pH neutro o ligeramente basico (cuando esta en sangre o piel menos
acida) y se inactiva en medio acido. El segundo gen se activa a pH acido como en
la vagina®“.

2. Adhesinas: las manoproteinas y las mananas son las mas importantes (Figura
2). Las células receptoras del hospedero son las manoproteinas de superficie de
tipo lectina. Estas moléculas se han detectado en C. albicans y C. glabrat®+.

3. Enzimas: las proteasas son las enzimas mas importantes como la aspartil

proteinasa, fosfolipasas y lipasas. Otras enzimas que también han sido descritas
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en algunas especies son queratinasas, peptidasas, hemolisinas, proteasas y
hialuronidasas®.

4. Cambio morfoldgico: algunas de las especies de Candida tienen la capacidad
de cambiar morfolégicamente de blastoconidio a seudohifa y/o hifa. Candida
glabrata es la Unica que no sufre este proceso, ya que es una levadura
monomorficals,

5. Variabilidad fenotipica: algunas especies de Candida tienen la capacidad de
modificar su morfologia macroscopica de colonias lisas, translucidas a opacas y
rugosas; esto cambia la antigenicidad, ya sea por un aumento o disminucién en la
produccion de enzimas y toxinas?’.

6. Formacion de biopeliculas: la biopelicula es una comunidad microbiana
embebida en una matriz extracelular de polisacaridos. Esta estructura se une de
modo irreversible a un sustrato y las células sésiles que la componen muestran
caracteristicas fenotipicas diferentes a sus correspondientes células de vida libre o
plancténicas'®. La funcién de éstas es ayudarle a Candida a sobrevivir en el
hospedero y a resistir a los diversos antifingicos. La resistencia de las biopeliculas
de Candida a estos farmacos es un fenébmeno multifactorial en el que intervienen
diferentes mecanismos como: 1) la barrera fisica formada por la matriz polimérica
extracelular; 2) la presencia de células persistentes, tolerantes, con menor
actividad metabdlica; 3) los distintos fenotipos celulares dentro de la biopelicula; 4)
la sobreexpresion de diferentes genes asociados con los mecanismos moleculares
de resistencia a los antifungicos, y 5) un microambiente pericelular poco propicio

para la actividad de los antifingicos’*"2.

[.1.6 Epidemiologia de las candidosis

Las especies de Candida representan un problema de salud en hospitales
generales, principalmente en las unidades de cuidados intensivos. En la dltima
década se ha descrito que causan del 8% al 10% de todas las infecciones
nosocomiales del torrente sanguineo. En Estados Unidos, la incidencia ha sido
calculada en 23.6 infecciones por cada 100,000 personas al afio. Otros autores

consideran que de 5 a 10 de cada 1000 pacientes de alto riesgo, contraeran



infecciones por especies de Candida®®’4; la tasa serd de 47 por cada 10,000
habitantes, con una incidencia de 4.3/ 100 000 habitantes. Mundialmente, desde
hace tres décadas se ha observado un incremento en las infecciones causadas
por Candida spp. en los pacientes atendidos en hospitales generales’. De las 200
especies de Candida que se han identificado, sélo 12 especies han sido
comunmente asociadas a las diversas formas clinicas®®43, La candiosis vaginal es
una de las infecciones mas comunes del tracto genital femenino y C. albicans es la
especie aislada con més frecuencia, generalmente es responsable del 90% -100%
de las infecciones de las mucosas y del 50% -70% de los episodios de
candidemia. En cambio la frecuencia de las especies de Candida diferentes a C.
albicans causantes de infeccion, depende del pais, de la forma clinica, del factor
predisponente y del grupo de edad®®74. En América del Norte y en los paises del
centro y norte de Europa (Alemania, Francia, Reino Unido y los paises
escandinavos), C. glabrata es un patdgeno cada vez mas frecuente causando
candidosis invasiva en el 4-6% de los casos. En América Latina el 44% y en
Europa el 62% de los casos de infeccion por Candida estan asociados a C.
albicans, principalmente son infecciones superficiales cutdneas, bucales y
genitales®®. Candida parapsilosis es la segunda especie aislada de sangre,
asociada a infecciones invasivas en neonatos en Europa (12%) y la region Asia-
Pacifico (17%); en América Latina ha aumentado del 14% al 20%. El 60 a 80% de
los pacientes con neutropenia y colonizados por C. tropicalis desarrollan infeccion
invasiva. Este agente ocupa el cuarto lugar en América del Norte y el segundo
lugar en América Latina (20%). Candida glabrata es mas comun en la region Asia-
Pacifico. Por otro lado, en Japon y EUA, Candida auris se ha reportado como

agente emergente causante de infecciones invasivas?’.6469.94,



[.1.7. Factores de riesgo y formas clinicas de las candidosis

En el cuadro 3 se resume los factores de riesgo y manifestaciones clinicas mas
comunes presentadas por los pacientes con infecciones por Candida. Cualquier
tejido es potencialmente colonizado por las especies de Candida; por tanto, las
manifestaciones clinicas van a depender del érgano afectado. Otro pardmetro que
esta directamente relacionado a estas infecciones es el estado inmunolégico del
paciente. Para que este hongo en su estado comensal pase a ser un patégeno, se
necesita la pérdida del equilibrio entre el hospedero, la biota bacteriana y la
levadura comensal. Los factores relacionados mas comiunmente en las candidosis
son leucemia, neutropenia, quemaduras, enfermedad gastrointestinal y
prematurez. Las formas clinicas mas frecuentes son las candidosis superficiales
de mucosas Yy piel. Las infecciones sistémicas son de evolucidon aguda o cronica y
generalmente son graves; se asocian el uso prolongado de antimicrobianos de
amplio espectro, uso de catéteres, cirugia gastrointestinal, prematurez y en

personas de edad avanzada quienes usan prétesis dental69.74.76.82.88



Cuadro 3. Principales formas clinicas y factores de riesgo en las infecciones por

Candida 3,l7|64|74,82,93.

Formas clinicas Fasctores de riesgo

Mucocutaneas:

Bucal Protesis dental

Cutanea Humedad localizada, Obesidad

Vaginal Embarazo, diabetes mellitus

Ungueal Traumatismo

Esofagica Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

Tratamiento con antimicrobianos de
amplio espectro

Pulmonar Aspiracion, intubacién endotraqueal
prolongada (en neonatos)

Urogenital

Sonda urinaria, Diabetes mellitus

Gastrointestinal

Cirugia gastrointestinal, uso de catéter
venoso central, neoplasias

Meningoencefalica

Cirugia de sistema nervioso central

Endocardica

Drogadiccion (por via venosa)

Septicemia

Neutropenia, uso de antibidticos de

amplio espectro

[.1.8. Candidosis en México

En el cuadro 4 se muestra una revision de los ultimos 10 afios sobre las diversas
formas clinicas de candidosis y las especies causales en México. De acuerdo con
las descripciones de estos autores es evidente que de las infecciones sistémicas
por Candida, la que ocupa el primer lugar en frecuencia es la vulvovaginitis,

seguido de infeccion de vias urinarias por Candida. Las especies mas
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comunmente identificadas corresponden a C. albicans (39.0%), C. glabrata (35.9
%) y C. tropicalis (16.2%)7°.

En otros trabajos reportaron que de 1000 egresados se encontraron 45 eventos

infecciosos causados por Candida spp. La mortalidad observada fue del 35.5%, C.

albicans fue la principal especie identificada en 16 eventos; mientras que en otras

especies diferentes a C. albicans, la mortalidad fue del 24%"4.

Cuadro 4. Agentes causales y formas clinicas de candidosis en México.

Especies Tipo y Factor de riesgo Autores
frecuencia de
infeccion

C. albicans Peritonitis Dialisis peritoneal Manzano-

C. parapsilosis continua ambulatoria Gayosso y

C. tropicalis cols.**

C. albicans Infecciones No descrito Rivera-Sanchez

C. glabrata vaginales: y cols.’®

C. tropicalis 15-19 %

C. albicans Fungemias: Neoplasias,cardiopatias | Reséndiz-

C. glabrata 30-35% congénitas, Sanchez y

C. tropicalis insuficiencia renal y | cols.™

C. krusei MTD

C. lusitaniae

C. glabrata Infecciones Diabetes mellitus tipo 2 | Manzano-

C. albicans diseminadas: Gayosso y
30.7% cols.®

C. tropicalis Fungemia, No descrito Manzano-

C. glabrata candidosis Gayosso y

C. parapsilosis bucal, cols.#6

C. famata onicomicosis,

C. dubliniensis intertrigos,

C. guilliermondii | artritis e IVRB

C. kefyr

C. humicola

C. albicans Infecciones No descrito Sanchez-
vaginales: 28% Hernandez y

cols.®

IVRB: infeccion de vias respiratorias bajas.
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Continuacion

Especies Tipo y frecuencia | Factor de riesgo Autores
de infeccion

C. guilliermodii Fungemias: Antimicrobianos Gonzélez y
C. parapsilosis 98.32% como profilaxis y | cols.?8
C. orthopsilosis uso de catéteres
C. matapsilosis
C. albicans Infeccion Aplasia medular, | Méndez-Tovar vy
C. tropicalis pulmonar y | leucemia y | cols.5?
C. glabrata peritoneal: 63% trasplante de
C. parapsilosis médula 6sea
C. lusitaniae
C. humicola
C. famata
C. albicans Pulmonar, Inmunosupresion | Romero-Luévano
C. glabrata orofaringea, IVU, y cols.”®
C. tropicalis onicomicosis y
C. krusei Otica
C. parapsilosis
C. dubliniensis
C. gulliermondii
C. zeylanoides
C. albicans Infeccion vaginal No descrito Buitron-Garcia vy
C. glabrata cols.®
C. tropicalis
C. albicans Candidosis bucal | Diabetes mellitus | Martinez RF 'y
C. glabrata tipo 2 cols 2013.4°
C. krusei Uso de protesis

MTD: malformaciones del tubo digestivo; IVU: infeccién de vias urinarias

I.2. Género Trichosporon
[.2.1. Historia

La palabra “Trichosporon” deriva del griego, compuesta por dos raices Trichos
(pelo) y Sporon (esporas)’. El nombre del género Trichosporon fue acufiado por
Beigel en 1865. Este autor observé que esta levadura causaba una parasitacion
benigna del pelo, la cual estaba relacionada con la presencia de estructuras

nodulares en la punta y a lo largo del pelo, descrita como “piedra blanca”. Una
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clasificacion errénea de este agente fue considerarla como un alga, Pleurococcus
beigelii. Posteriormente Behrend 1890, describié a Trichosporon ovoides, como el
agente causante de “piedra blanca” en la barba de un hombre!. En 1902,
Vuillemin designé a todos los aislados de Trichosporon cuyas estructuras de
conidiacion estuvieran conformadas por artroconidios como Trichosporon beigelii.
Cuatro décadas después, Diddens y Lodder en 1942 consideraron que T. beigelii y
T. cutaneum eran la misma especie. Esto propicié que el mismo hongo fuera
conocido con dos nombres: T. beigelii preferido por los médicos y T. cutaneum por
los mic6logos?®. Posteriormente, de acuerdo con la descripciéon de Guého y cols.,
las especies de este género fueron reclasificadas por técnicas moleculares. Estos
estudios contribuyeron a la descripcion de T. cutaneum, 19 taxones y especies
previamente descritas como T. beigelii fueron consideradas sin6nimos de T.

cutaneum3?,

[.2.2. Taxonomia

La taxonomia tradicional fue basada en las caracteristicas fenotipicas, lo cual
genero inconsistencias, ya que, dentro del mismo taxén, algunos aislados poseen
un comportamiento genético muy heterogéneo.

A partir de 1991 se iniciaron los trabajos que ayudaron a la diferenciacion entre las
especies del género Trichosporon. Kemker y cols.%® realizaron estudios
isoenzimaticos y perfiles genéticos en 15 aislados de Trichosporon utilizandoel
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), analisis de ADN
ribosomal (rDNA) de las regiones ITS1 e ITS2 y de 5.8S. Los resultados obtenidos
fueron comparados con las caracteristicas fenotipicas y con el perfil de asimilacion
de diversas fuentes de carbono y de acido Urico. Guého y cols en 1992 ampliaron
sus estudios haciendo una correlacion de los hallazgos moleculares, las
caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas; como la ultraestructura del poro septal,
caracteristicas bioquimicas, los sistemas de coenzimas Q-10 y Q-9, la secuencia
de la region 28S rDNA630, De esta manera en 1994, el género Trichosporon
estuvo conformado por las siguientes especies: T. cutaneum, T. asahii, T.

asteroides, T. mucoides, T. inkin y T. ovoides. Otros autores en 1994 y 1995
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propusieron 17 especies y 5 variedades®. Por otro lado, Middlehoven y cols en
2004, separaron el orden Trichosporonales en cuatro clados: Gracile, Porosum,
Cutaneum y Ovoides. En Brasil en el 2010, Colombo y cols. describieron 6 nuevas
especies: T. dohaense, T. vadense, T. smithiae, T. dehoogii, T. scarabaeorumy T.

gamsii, las cuales fueron incluidas en los diferentes clados?*®.

De las clasificaciones del género Trichosporon la mas utilizada es la siguiente,

tomada de Colombo y cols.*®:

Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota
Subphyllum: Basidiomycotina
Orden: Trichosporonales
Familia: Sporidiobolaceae
Género: Trichosporon
Especie: T. asahii, T. cutaneum, T. inkin,

T. ovoides, T. mucoides, T. asteroids, ...

[.2.3. Habitat

Las especies del género Trichosporon se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza, en ambientes tropicales y templados. Estos organismos se pueden
encontrar en diversos sustratos como se muestra en el cuadro 5. En humanos,
pueden ser parte de la microbiota gastrointestinal, de la cavidad bucal vy
ocasionalmente puede colonizar las vias respiratorias altas y la piel®®. En el
humano se han realizado algunos estudios acerca de la distribucion anatomica de
las especies de Trichosporon como comensal. De éstos las principales
localizaciones son los pliegues interdigitales de los pies e ingles, donde se ha

aislado T. cutaneum, T. inkin y T. capitatum?.,
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Cuadro 5. Aislamientos de Trichosporon spp. de diversas fuentes ambientales.

Especie Aislamiento Pais Autores
T. cutaneum Rios Brasil Hagler AN32
T. inkin Suelo Brasil Mok y cols.59
Trichosporon spp. Lagos Estados Unidos Meyers y cols.>
de América
T. jirovecii Lagos artificiales Colombia Silva-Bedoya y
cols.®’
T. asahii Muestras Estados Unidos Sugita y cols.®°
ambientales de América
T. dermatis Aguas hidrotermales Portugal Gadanho y
cols.?®
T. mucoides Crestas de pollo Alemania Grunder y cols.??

I.2.4. Caracteristicas morfologicas

Macroscopica. Las colonias son de color blanco a beige, de aspecto seco o

céreo, de superficie plegada o cerebriforme (cuadro 6)°.

MicroscoOpica. Las especies incluidas en el género Trichosporon se caracterizan

por la formacion de blastoconidios, artroconidios, seudohifas e hifas. Los

artroconidios al desarrollarse forman hifas de paredes multiestratificadas y

doliporos con o sin parentosomas. Algunas especies se diferencian entre ellas por

presentar estructuras morfolégicas particulares como los apresorios. Las especies

de este género son capaces de utilizar distintas fuentes de carbono e hidrolizar la

urea (cuadro 6)°’.
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Cuadro 6. Caracteristicas morfolégicas de Trichosporon spp.®’.

Especie Morfologia Morfologia Descripcion de
macroscopica microscopica hifas, seudohifas
T. asahii Colonias secas, | Células globosasy | Hifas septadas con
céreas, de ovoides, tamafio artroconidios
superficie lisa, de 2-5x2.5-9 um
plegada en el
centro y un
margen
filamentoso, color
crema
T. cutaneum Colonias de Células globosas, | Hifas septadas con
superficie cilindricas y/o artroconidios
cerebriforme alargadas, tamafio
elevadas, con un de 2-4.5 x 2.5-12
margen Mm
filamentoso,color
blanquecino
T. dermatis Colonias opacas, Células ovoides Hifas septadas,
de superficie elipticas y/o desarticuladas en
rugosa, margen elongadas, artroconidios
bien delimitado, de | tamafio de 2-8 x 2-
color blanco- 12 ym
amarillento
T. jirovecii Colonias opacas, Células oviodes, | Hifas septadas con
con centro elipticas o artroconidios.
elevado de alargadas, tamafio | conidios laterales
aspecto de 2-8 x 3-12 ym | globosos sobre las
cerebriforme y hifas
margen liso
T. mucoides Colonias lisas Células ovoides, Hifas septadas,
brillantes, de elipticas o artroconidios
aspecto mucoide, elongadas,
margen tamafio de 3.5-6.5
filamentoso, de X 3-12 um

bordes irregulares,
de color crema
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[.2.5. Factores de virulencia

1. Componentes celulares de la pared: las levaduras expresan
glucuronoxylomananas (GXM) en su pared celular; la GXM es una cadena de 1,3
mananos unidos a cadenas cortas de 1,4 manosa y 1,2 xilosa. Estos polisacaridos
pueden atenuar la capacidad fagocitica de los neutrofilos y monocitos in vivo.
También estas moléculas pueden estar implicadas en los cambios morfolégicos
del hongo, cuando se encuentra en su fase parasitaria o en su fase infectante6:,
2. Enzimas: las especies de Trichosporon tienen la capacidad de producir y
secretar enzimas de tipo lipasa y fosfolipasa | y Il. Diversos estudios han
demostrado que estas enzimas tienen una actividad O6ptima, a temperatura de
35°C y un pH de 5.5. Estas enzimas presentan estabilidad en un rango de pH de
4.0 a 8.0, a 30°C durante 24 h. Recientemente se demostré una enzima alcalina
en T. asahii llamada MSR 54; ésta tiene actividad a temperatura ambiente, aunque
la maxima actividad se ha demostrado a 40°C y a un pH de 8.0 a 10.0. Otros
autores reportaron que T. asahii es capaz de secretar beta-N-
acetilhexosaminidasa, enzima que favorece los cambios fenotipicos en el aspecto
de la colonia?®.

3. Biopeliculas: algunas especies como T. asahii tienen la capacidad de formar
conglomerados de hifas y levaduras embebidas dentro de una matriz extracelular

de polisacéridos, sobre la superficie de los catéteres?.

1.2.6. Epidemiologia de las infecciones por Trichosporon

El aislamiento de diversas especies de Trichosporon estad relacionado con
episodios de colonizacion superficial. En general, Trichosporon ha sido
considerado como un hongo oportunista emergente que causa infecciones
invasivas en las unidades de cuidados intensivos de algunos hospitales en el
mundo.

La infeccion invasiva es adquirida principalmente por los pacientes que desarrollan
enfermedades hematoldgicas malignas. La evolucion de la infeccion puede llegar
a ser fatal. Esta infeccion puede diseminarse a otros 6rganos produciéndose una

fungemia por Trichosporon. La principal causa asociada a fungemia por este
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hongo es el cateterismo en alrededor del 58.8% al 74.7% de las infecciones*!. En
las ultimas 4 décadas (1975 a 2014) en Europa, Asia, Norte y Sur de América, se
ha observado un aumento en el nUmero de casos asociados a infecciones por
Trichosporon'®. Yong y cols. en el 2015, realizaron un estudio sobre los datos
demograficos y factores de riesgo asociados a una infeccidon invasiva por las
especies de este género; reportaron que la edad promedio de 184 pacientes fue
de 47 afos (0 a 84 afos), la mayoria de los casos fueron hombres (66.12%) y la
relacion hombre / mujer fue de 1.95:1. Las 4 enfermedades asociadas fueron
leucemia aguda (57.30%), neutropenia (77.36%), parto prematuro (7.57%),
diabetes mellitus (4.86%) y tumor sélido (4.32%)*'. Otros factores que se asocian
a infecciones por Trichosporon son la administracion de antimicrobianos por
tiempo prolongado, quimioterapia, corticosteroides, uso de catéter venoso central
(CVC) y per se el ingreso a las unidades de cuidados intensivos*:.

La especie de Trichosporon mas comunmente aislada fue T. asahii
(75%); seguida de T. mucoides (6.58%), T. inkin (5,26%), T. asteroides (5.26%) y
T. loubieri (2.63%).

De acuerdo con algunos autores, alrededor del 58.92% de los pacientes con
infecciones invasivas tienen un mal prondstico, que los puede llevar a la muerte.

Las formas superficiales generalmente tienen buen prondstico*:.

[.2.7. Formas clinicas de las infecciones por Trichosporon

Las manifestaciones clinicas dependen del area afectada y del estado
inmunologico del paciente. Esta levadura cuando se comporta como un patégeno
puede causar infecciones superficiales en mucosas, en personas
inmunocompetentes. Las formas invasivas son mas graves y estan documentadas
en pacientes con neoplasias hematoldgicas y otras condiciones médicas
relacionadas con inmunosupresion. En el cuadro 7 se muestra las diversas formas

clinicas y los factores de riesgo mas comunes'64%,
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Cuadro 7. Relacion entre las formas clinicas y los agentes causantes de infeccion

por Trichosporon spp.16:41.96,

Forma Manifestacion Clinica Factores de riesgo Agentes
clinica etiolégicos
Piedra blanca Mujeres jovenes
Pelo largo T. inkin
Mala higiene
Humedad intensa | T- cutaneum
Superficial Uso de bandas
para el pelo T. ovoides
T. loubieri
Humedad intensa )
Diabetes mellitus T. asahii
Intertrigo
Onicomicosis T. mucoides
Neumonia Hipersensibilidad de Clima calido vy
alérgica verano hamedo
Neumonitis Contaminacién T. cutaneum
del medio
ambiente
Fungemia Céancer
Infeccion en tracto Catéter urinario y | T. asahii
urinario vasculares
Peritonitis Catéter  venoso
Endocarditis central T. mucoides
Invasiva Esofagitis Transplante  de
Abscesos organos
cerebrales Profilaxis con | T- asteroides

Infecciones uterinas
Artritis
Meningitis

antibiéticos de
amplio espectro

19




El incremento de las infecciones causadas por especies del género Candida y
Trichosporon en los hospitales generales y de alta especialidad, en parte es
debido a la introduccion de nuevas técnicas de diagndstico y tratamiento como los
procedimientos quirdrgicos invasivos, la quimioterapia y el uso de antimicrobianos
de amplio espectro. Estos hechos llevan a mayor inmunosupresion del paciente.
Por otro lado, también se ha reportado aumento en la frecuencia en las fallas
terapéuticas, fenbmeno que se puede explicar por las condiciones propias del
paciente, el uso de terapias profilacticas, interacciones medicamentosas y por la
resistencia de los hongos frente a los farmacos que se administran para el control
de las infecciones*’. Estos cambios observados han llevado a la administracion de
antifingicos con diversas dianas de accion.

Para los fines de este trabajo solo se describiran algunos de los aspectos
relacionados con los antifungicos valorados in vitro frente a las especies de

Candida y Trichosporon.

[.3. Antifungicos

Los antifngicos son sustancias con la capacidad de producir dafio en las
estructuras fungicas, como consecuencia inhibir el desarrollo del hongo.

La clasificacién de los antifungicos se realiza de acuerdo a la estructura de la
molécula. En la figura 3 se muestra los afios de introduccion de los antifingicos
incluidos en este estudio. En 1964 aparecio la 5-fluorocitosina con buena actividad
frente a las levaduras, farmaco con el cual se observd pronto el desarrollo de
resistencia®. Los antifingicos azélicos fueron desarrollados en la década de 1960
y se emplearon en la practica clinica hasta 1969.

En 1980 el uso de ketoconazol fue extenso, por los efectos secundarios y el
espectro limitado fue sustituido por los triazoles de primera generacion como el
fluconazol, primer farmaco de uso sistémico con penetracion al sistema nervioso
central; por otro lado, itraconazol fue introducido en 19926, En la década de 1970-
1980, como resultado de los programas de investigacion se inicié el uso de las
alilaminas en la practica clinica. En el 2000 se desarrollaron los triazoles de

segunda generacion de uso sistémico como voriconazol y posaconazol.
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Finalmente, la sintesis de nuevas moléculas con la capacidad de interactuar con la
pared celular del hongo, tal es el caso de las equinocandinas como la

caspofunginat®.

Anfotericina B Fluconazol Caspofungina
) \ v
I I Posaconazol
| | 1 | P o —
| | 1 1 I 1
1950 1960 1970 1980 1990 2000
—  —

Formulaciones lipidicas
de anfotericina B

Figura 3. Linea del tiempo. Las flechas sefialan el afio en el que se sintetizaron los
diversos antifingicos?.

En la dltima década se ha continuado con los avances en la sintesis de nuevos
farmacos con estructuras mas complejas, con la finalidad de reducir la toxicidad y

mejorar su eficacia de las ya existentes.

[.3.1. Caracteristicas quimicas y mecanismos de accion

Polienos

Los derivados poliénicos son sustancias sintetizadas por diversas especies de
Streptomyces (S. nodosus), poseen una estructura constituida por un anillo
macrolido de 26 a 38 atomos de carbono poliinsaturado y cerrado mediante un
enlace éster o lactona interna (figura 4). En un lado de la cadena se sitian los
grupos hidroxilo que confieren a la molécula un caracter anfipatico, caracteristico
de estos antifingicos. Las sustancias mas representativas son la nistatina y la

anfotericina BS.
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Figura 4. Estructura general de los polienos. Tomada de Carrillo-Mufioz y cols.
2009°.

El mecanismo de accion de la anfotericina B implica la unién irreversible al
ergosterol presente en la membrana plasmatica de la célula fungica, dando lugar a
la formacion de poros en la membrana celular, alterando la permeabilidad, con
salida de iones K + y entrada de iones Na +, o que conduce a la muerte celular

por alteracion del equilibrio osmético?”.

Anfotericina B

Poro

" " " " " " " " " " " " " " " " " " Membrana

Figura 5. Mecanismo de accion de anfotericina B. La molécula se une de manera
irreversible al ergosterol de la membrana celular, formando poros que inducen la
pérdida de contenido citoplasmatico. Tomada de Spitzer y cols.8?

Azoles
Los azoles constituyen una de las familias de antifingicos con mayor nimero de
derivados y una gran diversidad de espectros de actividad. Estas son moléculas

sintéticas cuya estructura quimica esta conformada por anillos heteropentaciclicos,
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con dos (imidazoles) o tres (triazoles) atomos de nitrégeno, unidos por &tomos de
carbono a otros anillos aromaticos (figura 6).

El mecanismo de accién es sobre la célula fungica inhibiendo la sintesis del
ergosterol, a través de la inhibicibn de la enzima 14a-lanosterol desmetilasa
dependiente del citocromo P-45018%8, Los precursores del ergosterol son esteroles
metilados y la acumulacién de estos compuestos provocan inestabilidad en la

membrana e impiden el crecimiento de la célula?’.

N
7
&
OH
F
N—N
& )
N
F
a)

Figura 6. Estructura quimica de dos triazoles, a) fluconazol, b) posaconazol.
Tomada de Carrillo-Mufioz y cols.S.

La diferencia entre los diferentes azoles radica en la farmacocinética y en la

afinidad que tienen por la enzima del hongo. Los triazoles se dividen en primera y
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segunda generacion; dentro de la primera generacion se encuentran el fluconazol
e itraconazol; los de la segunda generacién son voriconazol y posaconazol?’,
estos dos ultimos son derivados triazolicos flourados, lo que les confiere una

mayor capacidad inhibitoria de la 14 a-demetilasa de lanosterol.

Esterol toxico

Azol
Erg11

- ?
OT@’{:}

Figura 7. Mecanismo de accién de azoles inhibiendo la sintesis de ergosterol.
Tomada de Spitzer y cols..

Lipopéptidos

Las tres familias de compuestos inhibidores de la sintesis de glucanos que han
sido estudiados son: papulacandinas, equinocandinas vy triterpenos glicosilados.
Las equinocandinas son moléculas derivadas de la fermentacion producida por
algunos hongos. Las principales equinocandinas sintetizadas son la caspofungina
(Glarea lozoyensis), la anidulafungina (Aspergillus nidulans) y la micafungina
(Coleophoma empetri). La caspofungina fue la primera de estas moléculas en ser
aprobada por la FDA (2001). Este grupo lipidico consiste en un &cido graso en
disposicion lineal o ramificada, insaturado o no. La parte apolar esta constituida
por un hexapéptido ciclico de aminoacidos con uno o mas grupos alcohdlicos, y el

radical acido graso es variable (figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica de la caspofungina. Tomada de Carrillo-Mufioz y
cols.®.

El mecanismo de accién de las equinocandinas consiste en la inhibicién de la
sintesis de 1,3-B-D-glucano, mediante la inhibicion de la enzima 1,3-B-glucano
sintetasa, encargada de sintetizar este componente, el cual es esencial en la
pared celular de los hongos (figura 9)*8.

En hongos del phylum Ascomycota los genes FSK1, FSK2 y FSK3 son
responsables de la expresion de la 1,3-B-glucano sintetasa y se ha observado que
hay una sobrexpresion de FSK2 en condiciones adversas?’; la pared esta
compuesta en su mayoria de glucano y quitina, los cuales le dan rigidez y
organizacion. La quitina es un homopolisacarido compuesto por residuos de N-
acetilglucosamina unidos por un enlace 3 1-4, este es un componente sintetizado

por la enzima que se inactiva en presencia de caspofungina.
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Figura 9. Mecanismo de accion de equinocandinas. Inhibicibn de componentes de
pared celular. Tomada de Spitzer y cols®.

Erg11 Erg3
Equinocandina

I.4. Resistencia a los antifungicos

La resistencia a los antifungicos se divide en: A) Resistencia clinica y B)
Resistencia microbiolégica. La resistencia clinica puede definirse como la
persistencia de signos y sintomas de la infeccion y falla al tratamiento antifungico
establecido, a pesar de los niveles adecuados o altos del farmaco®8. Por otro
lado, la resistencia microbioldégica ocurre cuando el crecimiento del hongo
patégeno es inhibido por una concentracibn mas alta del farmaco, comparada con
la usada en las cepas silvestres®®. Este tipo de resistencia puede ser primaria o
innata (presente sin exposicion previa al antifungico) y secundaria o adquirida, es
decir la resistencia que se desarrolla en un organismo previamente sensible

después de un periodo de exposicion al farmaco?’.

I.4.1. Mecanismos de resistencia a los antifUngicos

Las especies del género Candida y Trichosporon han desarrollado algunas
estrategias para hacer frente a los diferentes antifiUngicos. En las especies de
Candida se han reportado tres principales mecanismos moleculares de
resistencial®. 1) Disminucién en la concentracion del farmaco dentro de la célula a

través de las bombas de flujo. La expulsidon de los farmacos se ha asociado a dos
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sistemas de proteinas: a) El “ATP-binding cassete” (ABC), el cual pertenece a una
superfamila de proteinas tranportadoras, descritas alrededor de 28 tipos. En C.
albicans se han caracterizado los genes CDR1 y CDRZ2, los cuales codifican para
las proteinas transportadoras. En otras especies de Candida se han reportado
proteinas con una funciébn homologa como es el caso de CgCDR1, CgCDR2 y
CgSNQ2 en C. glabrata; CACDR1 y CdCDR2 en C. dubliniensis; ABC1 en C.
krusei y CtCDR1 en C. tropicalis®®. b) La superfamilia de proteinas facilitadoras de
transporte (MFS), las cuales funcionan a partir de un gradiente diferencial de
protones originado en la membrana plasmética; 95 transportadores se han
descrito en C. albicans, solo un gen ha sido asociado a la resistencia a multiples
farmacos (MDR1). Algunos autores han reportado genes con una funcion
homologa en otras especies de Candida?’. 2) Cambios en el sitio de accién del
farmaco, donde las mutaciones en genes como ERG11 podrian cambiar la
estructura tridimensional de la enzima (lanosterol 14 a-desmetilasa) y el resultado
es la disminucién en la afinidad de esta molécula?’. Otro evento observado es la
sobreexpresion de los genes involucrados en la resistencia, dada por mutaciones
puntuales en regiones especificas de los genes promotores. 3) Aumento o
sobreexpresion de otros genes encargados de sintetizar los componentes de la
diana de accién. En 2011, Silva y cols® demostraron que en la resistencia a los
azoles hay mutaciones en el gen ERG11; en la caspofungina hay mutaciones en el
gen FSK1 y el aumento en la sintesis de quitina en C. albicans, C. krusei, C.

parapsilosis y C. tropicalis.

Algunos autores reportaron que estos mecanismos estan relacionados
directamente con el incremento de resistencia a los distintos antifungicos en las
diversas especies de Candida y Trichosporon (cuadro 8). Recientemente se
desmostrd que la mayoria de los aislados de C. tropicalis que no son sensibles a
fluconazol mostraron sobreexpresion de los genes CDR1, MDR1 y ERG11 y el
desarrollo de fungemia en pacientes inmunosuprimidos se presentd posterior al

tratamiento con el triazol*3.
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Cuadro 8. Especies de Candida y Trichosporon

antifangicos.

Especies de Candida y | Resistencia a | Autores
Trichosporon antifungicos
C. albicans Itraconazol Manzano-Gayosso

C. parapsilosis
C. guilliermondii

cols.*4

C. albicans Ketoconazol, itraconazol, | Hernandez  Galvan
fluconazol, voriconazol y | cols.33
posaconazol
C. glabrata Anfotericina B, fluconazol | Gonzales y cols.?®
C. tropicalis (77.7%), itraconazol
C. parapsilosis (20%), caspofungina,
anidulafungina y
micafungina
C. glabrata Fluconazol (10.3%) Wony cols.®
C. tropicalis Fluconazol (40.0%) Xiao y cols.1

Trichosporon spp.

Anfotericina B

Walsh y cols.%

T. asahii

5-Fluorocitosina

Lo Paso y cols.#?

T. asabhii

Anfotericina B (17.7%)

Mendoza-Aranda

resistentes a diversos

cols.33

El retraso en el diagnéstico y la falta de estrategias para un tratamiento adecuado,
ha resultado en un aumento en la mortalidad (53% -76%) de las infecciones
invasivas por Trichosporon y por Candida spp.t4:.

I.5. Combinacién de antifungicos

Ante la evidencia de los fracasos en el tratamiento antifingico observado en
pacientes con diversas micosis causadas por hongos levaduriformes, los médicos
clinicos iniciaron el tratamiento con la combinacion de antifingicos como una
estrategia para mejorar la eficacia del tratamiento antifingico y eliminar a los

hongos resistentes a estos farmacos. Las ventajas sobre la monoterapia son: 1)
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Retardar o inhibir el desarrollo de resistencia; 2) Reducir la probabilidad de que se
expresen genes involucrados en la resistencia, ya que de manera general se
requiere de acumulacion de mas de una mutacion para conferir resistencia a dos
farmacos; 3) Interaccion de farmacos puede cambiar en respuesta a mutaciones y
las combinaciones pueden convertirse en sinérgicas en cepas mutantes
resistentes; 4) Las combinaciones sinérgicas favorecen la reduccién de la dosis de
cada farmaco, la duracion del tratamiento y la toxicidad en el hospedero; 5)
Propiciar que se desencadene la sensibilidad colateral, es decir, la resistencia a un
farmaco puede conferir sensibilidad al segundo farmaco’”-#°.

En la ultima década se han realizado estudios clinicos in vitro de diversas
combinaciones de antifungicos con diferentes sitios de accion, con la finalidad de
encontrar la mejor combinacion con actividad sinérgica (cuadro 9). Algunos
autores han reportado que la caspofungina presenta un efecto sinérgico al
combinarla con AMB y con azoles'!. Otro de los ensayos realizados fueron las
combinaciones de terpenos (eugenol, mentol y timol) con fluconazol sobre
biopeliculas formadas por C. albicans. El efecto obtenido fue de sinergia con las
diferentes combinaciones®®.

De los tratamientos clinicos y que han reportado respuesta favorable fue en una
infeccion por Trichosporon asahii, en un paciente con leucemia aguda, al combinar
anfotericina B liposomal y caspofungina; asi, redujeron la dosis de anfotericina B
liposomal y disminuyeron los efectos téxicos en el paciente'®. Schilling y cols®
reportaron un caso de osteomielitis vertebral causada por C. krusei; ellos utilizaron
la administracion combinada de caspofungina con posaconazol obteniendo un
resultado favorable. Finalmente, el tratamiento combinado con cirugia (cambio de
prétesis) y antifingicos (fluconazol con anfotericina B), en casos de infeccion
osteoarticular por Candida, evitd el proceso infeccioso de los pacientes y sin

desarrollo microbiolégico post-tratamiento®®.
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Cuadro 9. Combinacién de antifungicos in vitro sobre especies resistentes de

Candida y Trichosporon.

Combinacion Especie Efecto Autores
Anfotericina B + 5 flourocitocina Candida spp. | Antagbnico Petrou y cols.56
5 flourocitocina + azoles Candida spp. | Sin consenso | Marchetti y

cols.*®
Anfotericina B + 5 flourocitocina Candida spp. | Sinérgico Lewis y cols.3?
Indiferente
Caspofungina + posaconazol C. glabrata Sinérgico Oliveira y cols.®?
Indiferente
Anfotericina B + nistatina Candida spp. | Indiferente Brajtburg y
cols.
Caspofungina + voriconazol Sinérgico Kiraz y cols.3’
Caspofungina + itraconazol C. glabrata Indiferente
Caspofungina + fluconazol Antagonico
Terpenos + fluconazol C. albicans Sinérgico Pemmaraju y
biopeliculas cols.%®
Anfotericona B + voriconazol Sinérgico Liy cols.4°
Anfotericina B + caspofungina T. asahii Indiferente

Caspofungina + voriconazol
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II. Planteamiento del problema

Las especies de Candida y Trichosporon son levaduras que en las ultimas dos
décadas se han incrementado como agentes causales de micosis oportunistas,
con mayor numero de fracasos en el tratamiento y aumento en la resistencia a los
antifangicos, principalmente en las formas invasivas.

Otra de las caracteristicas observadas en pacientes con infecciones por especies
de Candida y Trichosporon es la alta tasa de mortalidad del 10% al 49% y del 59%
al 75%, respectivamente.

El mal prondstico y la tasa de mortalidad presentada en los pacientes con estas
infecciones pueden asociarse a las fallas en el tratamiento antifingico. Estos
hallazgos pueden ser explicados por factores intrinsecos del paciente y por la
resistencia microbiana de los agentes causales. Algunas especies de Candida y
Trichosporon han mostrado menor sensibilidad a los compuestos azdlicos con
evidencia de resistencia variable dependiente de la especie.

Por lo anterior, es necesario realizar estudios en el que se evalue la actividad
combinada de compuestos azdlicos, polienos y equinocandinas; con la finalidad de
encontrar la actividad sinérgica entre las diferentes combinaciones de antifingicos

frente a los aislados levaduriformes resistentes.
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ll. HIPOTESIS

Los diferentes antifungicos utilizados contra las especies del género Candida y
Trichosporon con diversas dianas han mostrado variabilidad en la actividad sobre
estas levaduras, algunas con resistencia. Si se combinan dos antifiingicos con
diferente mecanismo de accion se obtendrd una actividad sinérgica y por lo tanto,

se inhibird con mayor eficacia el crecimiento de los hongos resistentes a un solo

antifangico.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la actividad combinada de cuatro antifingicos para inhibir el crecimiento

de las especies resistentes de Candida y Trichosporon.

Objetivos particulares
Identificar aislados levaduriformes causantes de infecciones superficiales y

sistémicas.
Conocer el perfil de sensibilidad de las especies de Candida y Trichosporon frente
a fluconazol, posaconazol, anfotericina B y caspofungina, por el método de

microdilucién en caldo.

Determinar el indice de la concentracion inhibitoria fraccionada en cada una de las

combinaciones.

Evaluar la actividad sinérgica, o antagonica en las cinco combinaciones de los

cuatro antifingicos.
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V. Material y método

Estudio observacional, transversal, realizado en aislados levaduriformes obtenidos
de diversos especimenes de los pacientes atendidos en el Hospital General Dr.
Dario Ferndndez del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado; y del Laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de

Medicina, Universidad Nacional Autbnoma de México.

Aislados

De cada cultivo problema se tom6 una pequefia porcion del crecimiento colonial
de 24 h, para hacer una suspension en 1 mL de solucion salina al 0.85% estéril;
de ésta se tomaron 5 L y se inocularon por estria cruzada en la superficie de las
placas de agar dextrosa Sabouraud (ADS) sin antibidticos y adicionadas con
cloranfenicol y cicloheximida (ADS-A); las placas fueron incubadas a 28°C durante
48 h. De las colonias crecidas se realizaron frotis tefiidos con Gram para
observacién microscopica, y asi corroborar la presencia de levaduras y su pureza.
Por otro lado, las colonias fueron resembradas en medios cromogenos
(CHROMagar Candida®) para la identificacion presuntiva por el desarrollo de

diferentes tonalidades de color.

Pruebas morfoldgicas

Cultivo en agar dextrosa Sabouraud con antibidticos

Los aislados levaduriformes desarrollados en ADS fueron resembrados por estria
de aislamiento en placas de ADS-A, incubados a 28°C durante 48 h, para valorar

la sensibilidad y/o resistencia a la cicloheximida.

Cultivo en CHROMagar Candida ®

Los aislados purificados y crecidos en ADS se resembraron por estria de
aislamiento en placas con agar cromogeno, se incubaron a 37°C durante 48 h; de
las colonias se examind la tonalidad del color y su morfologia. Cuando se observo
asociacion de colores se seleccionaron las colonias y se hizo un subcultivo en

agar cromoégeno, para la separacion de las diferentes colonias. El procedimiento
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se basa en la deteccion de la actividad enzimatica especie-especifica de las
levaduras, por la hidrolisis especifica del sustrato artificial cromégeno, el cual
detecta actividad de B-glucosidasa. Después de la reaccion enzimatica, queda un
cromoforo libre, el cual se oxida y el resultado es el desarrollo de colonias de
diferente color (figura 10)1-%8, Este medio ayuda a la diferenciacion e identificacion
presuntiva de C. albicans y/o C. dubliniensis (verde); C. tropicalis (azul metélico) y

C. krusei (rosa con un margen blanco, colonia seca).

Figura 10. Cultivo de diferentes especies de Candida en agar cromégeno. a)
Candida albicans; b) Candida tropicalis; c) Candida krusei; d) Especies asociadas.

Filamentacién en suero

De cada uno de los aislados crecidos por 24 h en ADS, se tomO una pequefia
porcién de la colonia y se inocul6 por estria abierta en el centro de la superficie del
agar Mueller-Hinton; después se colocé un cubreobjetos. Las placas se incubaron
a 37°C durante 2 h. La presencia o ausencia del tubo germinativo se visualizé

directamente al microscépico a un aumento de 10x y 40x (figura 11)7°.
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Esta prueba es util para la diferenciacion de C. albicans/C. dubliniensis de otras
especies del mismo género. La prueba se basa en el desarrollo de un tubo
germinativo cilindrico a partir de la célula madre, sin la presencia de una

constriccidn en el sitio de unién con la célula.

Figura 11. Desarrollo de tubo germinativo en agar Mueller-Hinton.

Agar harina de maiz con Tween 80 (AHM)

La inoculacion se realizo por la técnica de Dalmau, la cual consiste en tomar una
pequefia porciéon de la colonia de 24 h de crecimiento en ADS, e inocular el centro
del agar formando dos lineas paralelas a 1 cm de distancia entre ellas;
posteriormente se coloco un cubreobjetos estéril sobre la superficie cubriendo las
dos lineas (figura 12a)°°. Las placas se incubaron a 30°C durante 72 h. La lectura
se realizd directamente al microscépico a un aumento de 10x y 40x, buscando la
presencia de clamidoconidos (figura 12b) y la disposicién de los blastoconidios y
seudohifas de las diferentes especies de Candida. En especies de Trichosporon la

observacién de artroconidios y blasto-artroconidios.
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Figura 12. Placa de AHM inoculada con la técnica de Dalmau (a). Clamidoconidios
(b).

Pruebas bioquimicas

Prueba de ureasa

A todos los aislados con caracteristicas morfolégicas de Trichosporon y con
crecimiento de 24 h se realizd una inoculacion por estria abierta en tubos de AU;
los tubos se incubaron a 28°C durante 48 h.

Algunos hongos producen y excretan ureasa, catalizando la hidrélisis de urea,
produciendo CO2 y amonio que alcaliniza el medio (pH por arriba de 8), este
cambio se pone de manifiesto por el viraje en el color del medio de cultivo, de
amarillo (prueba negativa) a rosado (prueba positiva). Esta prueba es util para
diferenciar entre las especies del género Candida (negativa) y Trichosporon
(positiva) (figura 13).

Figura 13. Colonia plegada, seca, crecida en CHROMagar y prueba de ureasa
positiva que correspondieron al aislado 121AC de T. asahii obtenido de orina.
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Pruebas de asimilacién de carbono y compuestos nitrogenados

Esta prueba puede realizars a través de sistemas automatizados o manuales
utilizados para en la identificacion de especies de levaduras. El principio se basa
en la capacidad de asimilar diversas fuentes de carbono por cada una de las
especies de levaduras en estudio.

API 20C Aux System. Método manual

La prueba se hizo a partir de un cultivo de 24 h en ADS; el inoculo se preparé en 2
mL de solucién salina ajustando a 6 x 108 UFC/mL; de esta suspension se tomaron
100 pL y se transfirieron a una ampolleta APl médium; la suspension se
homogeniz6 y de esta fueron tomados 150 pL para depositar en los pozos placa
hasta formar una cupula. Las galerias se incubaron a 30°C durante 48 h. La
lectura e interpretacion se realiz6 observando la turbidez en comparacion con el
pozo control; el pozo mas turbio que el control indicd crecimiento y por lo tanto
asimilacion, cuya lectura se anotd en la hoja de resultados registrando el valor
numérico asignado para cada uno (1,2,4). Al sumar los nimeros, por grupo de
tres, se obtuvo el perfil numérico de siete cifras y la identificacion se hizo mediante

el apiweb, software proporcionado por el fabricante (figura 14).
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Figura 14. Galeria de api 20C aux, cédigo numérico 6552371, correspondiente a
C. lusitaniae (aislado 13AC).
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Vitek 2. Método automatizado

El sitema Vitek 2 se compone de tarjetas analiticas con 63 pozos y una serie de
modulos, en la cual se procesa la informacion del aislado en estudio. A partir de un
cultivo de 24 h, se preparoé el inoculo en 2 mL de solucién salina estéril al 0.85%,
ajustando a una concentracién de 6 x 108 UFC/mL. La inoculacién de las tarjetas,
el sellado y la incubacion se realiz6 de forma automatizada por el equipo, después
de 18 a 24 h, el equipo dio la identificacion de los aislados. Lla base de datos

reportan la identificacion de 51 especies diferentes.

Métodos moleculares

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y polimorfismo de la longitud de
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP)

Las especies de Candida diferentes a C. albicans y de Trichosporon que no fueron
identificadas por las pruebas fenotipicas y por los sistemas de asimilacion fueron
sometidas a identificacibn molecular por la técnica de PCR para la amplificacion
de la region ITS1 e ITS4; posteriormente el amplicon fue digerido con enzimas de
restriccibn (Mspl) y para el complejo C. parapsilosis (Banl) de acuerdo con
diversos autores®’58:92,

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit GENE ALL® siguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante; la presencia de ADN genémico se corrobor6 por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y tefiido con SYBR® Green. El ADN
se visualizdé en un transiluminador de luz UV y la concentracion fue determinada
por el espectrofotometria. La mezcla de reaccién y las condiciones para la
amplificacion de las regiones ITS1 e ITS4 y la técnica de enzimas de restriccion se
resumen en el cuadro 10 y 11. La secuencia de los oligonucleétidos utilizados fue
ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3), ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3"), SADHF (5-GTT GAT GCT GTT GGA TTGT-3") y SADHR (5-CAA
TGC CAA ATC TCC CAA-3"). Los resultados obtenidos fueron comparados con
los reportes de Mirhendi y cols.>” y Mohammadi y cols.%® Las especies de
Trichosporon, Saccharomyces y algunas otras de Candida, se identificaron por

secuenciacion.
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Cuadro 10. Mezcla de reaccion para PCR, regiones ITS1-ITS4.

Reactivo Concentracion final
H20
Buffer 1X
MgCl2 2mM
dNTP’s 0.5mM
Oligonucledtido ITS1 1uM
Oligonucledtido ITS4 1uM
Tag ADN polimerasa 2.5U
ADN 100ng

Cuadro 11. Mezcla para la reaccion de PCR para el complejo C. parapsilosis.

Reactivo Concentracion final
H20
Buffer 1X
MgCl2 1.5mM
dNTP’s 0.2mM
Albumina 0.02pg/mL
Oligonucleétido SADHF 0.25uM
Oligonucle6tido SADHR 0.25uM
Taq ADN polimerasa 2.5U
ADN 100ng

Pruebas de sensibilidad

La segunda etapa del presente estudio consistio en la realizacion de las pruebas
del perfil de sensibilidad, por el método de microdilucion en caldo descrita en el
documento M27-A3 del Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI)*415,
para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cuatro antifingicos:
fluconazol (FLZ), posaconazol (PSZ), anfotericina B (AMB) y caspofungina (CSF)

sobre todos los aislados levaduriformes.
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Preparaciéon de la solucién madre de los antifungicos

Antifungicos solubles en agua

Solucion madre de fluconazol (FLZ) y caspofungina (CSF) se prepar6 una soluciéon
100 veces mayor que la concentracion mas alta del rango establecido. La cantidad
en mg necesaria de cada antifungico se disolvié en 10 mL de agua Mili Q; se dej6
reposar por 20 minutos y se esterilizé con unidades filtro de 0.22um. Cada una de
las soluciones madre se distribuyeron en alicuotas de 500 pL y se conservaron a -
20°C.

Antifungicos insolubles en agua

Solucion madre. Para la anfotericina B (AMB) y el posaconazol (PSZ) se preparo
una solucion 100 veces mayor que la concentracion mas alta del rango
establecido. La cantidad de cada antifungico se disolvi6 en 10 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), se dejaron reposar por 20 minutos y se esterilizaron con
unidades filtro de 0.22um. La solucion madre de cada uno se distribuyd en

alicuotas de 500 pL y se conservaron a -20°C.

Diluciones del antifungico para la preparaciéon de las microplacas

De acuerdo a los lineamientos del documento M27-A3, para los antifingicos
solubles en agua (Cuadro 12) se parti6 de la solucion madre con la cual se hizo
una dilucién 1:50 mL en RPMI para el llenado de las placas. Para los antifungicos
insolubles en agua (Cuadro 13) se utilizé DMSO, partiendo de la solucién madre,
con la que se hizo una dilucién 1:100 mL en RPMI para el llenado de las placas.
Los rangos de las concentraciones fueron para FLZ de 0.125 a 64 pg/mL; PSZ,
AMB y CSF de 0.03 a 16 pug/mL, para cada uno.

Preparacién de las microplacas con los antifungicos

Las microplacas utilizadas fueron de poliestireno, de 96 pozos de fondo redondo,
estériles. El llenado de las microplacas se realizO de la columna 1 (mayor
concentracion) a la columna 10 (menor concentracion), colocando 100 pL de las

distintas concentraciones decrecientes, de cada uno de los antifingicos. Los
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pozos de la columna 11 correspondieron al control de crecimiento (CC) y la
columna 12 al control de esterilidad (CE). Las microplacas se etiquetaron y se

almacenaron a -20°C.

Preparacién del in6culo

El in6culo de cada aislado levaduriforme fue preparado a partir del crecimiento de
24 h en ADS. Se hizo una suspension de levaduras en 1 mL de solucién salina
estéril al 0.85%, ajustando a una turbidez de 0.5 en la escala Mc Farland (1-5 x
108 UFC/mL), la suspension se diluyd (1:1000 mL) en RPMI 1640 para obtener

una concentracion de 1-5 x 103 UFC/mL.

Inoculacion de placas con la suspension de levaduras

El llenado de las microplacas se realizé por filas, con 100 uL del inéculo de cada
uno de los aislados problemas de la C a la H. En las filas A y B se inocularon las
cepas control de calidad del método (Candida parapsilosis ATCC 22019 y Candida

krusei 6258). Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 h.
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Cuadro 12. Preparacion de diluciones de los antifingicos solubles en agua.

No. | Concentracion | Solucion Volumen | Medio | Concentracion | Concentracion Log2
Tubo (ng/mL) madre (mL) (mL) intermedia final 1:10
(Hg/mL)
1 5120 reserva 1mL 7 640 pg/mL 64 6
2 640 dilucion 1 1.0 1.0 320 32 5
3 640 dilucion 1 1.0 3.0 160 16 4
4 160 dilucién 3 1.0 1.0 80 8 3
5 160 dilucién 3 0.5 15 40 4 2
6 160 dilucion 3 0.5 3.5 20 2 1
7 20 dilucion 6 1.0 1.0 10 1 0
8 20 dilucion 6 0.5 15 5 0.5 -1
9 20 dilucion 6 0.5 3.5 25 0.25 -2
10 25 dilucion 9 1.0 1.0 1.25 0.125 -3
11 25 dilucion 9 0.5 15 0.625 0.0625 -4
12 25 dilucion 9 0.5 35 0.3125 0.03125 -5

Cuadro 13. Preparacion de las diluciones de los antifungicos insolubles en agua.

No. Concentracion | Solucién | Volumen | Solvente | Concentracion | Concentraciéon | Log:
Tubo (ng/mL) madre (mL) (mL) intermedia final 1:10
DMSO (ng/mL)
1 1600 reserva 1mL 640 pg/mL 16 4
2 1600 reserva 0.5 0.5 800 8.0 3
3 1600 reserva 0.5 15 400 4.0 2
4 1600 reserva 0.5 3.5 200 2.0 1
5 200 dilucion 4 0.5 0.5 100 1.0 0
6 200 dilucion 4 0.5 15 50 0.5 -1
7 200 dilucion 4 0.5 3.5 25 0.25 -2
8 25 dilucion 7 0.5 0.5 125 0.125 -3
9 25 dilucion 7 0.5 15 6.25 0.0625 -4
10 25 dilucion 7 0.5 3.5 3.13 0.0313 -5
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Lectura de microplacas y determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI).

La CMI es la menor concentracion del antifingico en la que se observa la
inhibicion del 80% del crecimiento de cada uno de los aislados frente a FLZ y PSZ
y del 100% para AMB y CSF. La lectura de la CMI se realizé a las 24 h y las 48 h,
de manera visual con un espejo invertido, evaluando el crecimiento con respecto a
los controles de crecimiento (columna 11) y esterilidad (columna 12). La CMI se
determiné de acuerdo a los puntos de corte establecidos por CLSI'>?° (Cuadro
14).

Cuadro 14. Interpretacion de los puntos de corte de acuerdo a la CMI (ug/mL) de
los documentos M27-A3'* y M27-S4'5 para los antifingicos utilizados sobre

algunas especies de Candida.

Especies de Antifangicos M27-A3 M27-S4
Candida
S SDD R S SDD R
C. albicans FLZ <8.0 16-32 264 <2.0 4.0 28.0
VOR <0.1 2.0 >4 <0.12 | 0.25-0.5 | 21.0
CSF <2.0 <0.25 0.5 21.0
C. glabrata FLZ <8.0 16-32 >64 <32 >64
VOR <1.0 2.0 >4
CSF <2.0 <0.12 0.25 20.5
C. krusei FLZ <8.0 16-32 >64
VOR <1.0 2 4.0 <0.5 1.0 22.0
CSF <2.0 <0.25 0.5 21.0
C. parapsilosis FLZ <8.0 16-32 264 <2.0 4.0 28.0
VOR <1.0 2.0 240 |<0.12| 0.25-05 |=21.0
CSF <2.0 <2.0 4.0 28.0
C. tropicalis FLZ <8.0 16-32 264 <2.0 4.0 8.0
VOR <1.0 2.0 240 |[=<0.12| 0.25-05 | 1.0
CSF <2.0 >2.0 |<0.25 0.5 1.0
C. guilliermondi CSF <2.0 >2.0 <2.0 4.0 28.0

FLZ: fluconazol; VOR: voriconazol; CSF: caspufungina; (---) puntos de corte no establecidos
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Combinacion de antifungicos

Todos los aislados que presentaron valores de CMI de resistencia frente a los
cuatro antifungicos fueron seleccionados para incluirlos en la prueba de
combinacion de antifungicos. Las cinco combinaciones disefiadas en base a su
mecanismo de acciéon fueron: FLZ+AMB (18 aislados), FLZ+CSF (18 aislados),
PSZ+AMB (22 aislados), PSZ+CSF (27 aislados). La combinacion AMB+CSF en
10 aislados de Trichosporon. La interaccion de cada combinacion fue valorada por

microdilucién en caldo, siguiendo la técnica de “tablero de ajedrez™4.

Preparacion de placas combinadas

Para la preparacion de las microplacas se utilizaron las diluciones decrecientes de
los farmacos A (2 a 0.03 pg/mL) y B (16 a 0.03 pg/mL). La distribucién de 50 pL
del farmaco A, de las filas A-G y 50 uL de las diluciones del farmaco B, de la
columna 2 a la 11. Los pozos de la columna 12 (A12-G12) correspondieron al
control de crecimiento, por lo que no contienen antifingico. Los pozos control de
esterilidad fueron la columna 1, fila H y columna 12, fila H. Antifangico A solo, 100
UL en los pozos de la columna 1. Antifungico B sélo, 100 pL en los pozos de la fila

H (figura 15)4. Las placas se almacenaron a -20°C.

ug/mL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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t 1 cc | B
i
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i
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Al o0 c«c |G
CE CE H
0.03 0.06 0.125 025 05 1 2 4 8 16 |ug/mL

Antiflngico B
Figura 15. Distribucion en “tablero de ajedrez” de la combinacion de dos antifingicos en

una microplaca de 96 pozos. El antifungico A en las filas A-G; antifingico B en las
columnas 2 a 11. CE: control de esterilidad, pozos H1 y H12. CC: control de crecimiento.
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Preparacién del in6culo
El in6culo de cada aislado fue preparado a partir de un cultivo en ADS de 24 h de

crecimiento. Se hizo una suspension de levaduras en 1 mL de solucion salina al
0.85%, ajustando a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL. Se tomaron 10 L de la
suspension y se diluyeron en 10 mL de caldo RPMI 1640 para obtener una

concentracion de 1 x 103 UFC/mL.

Inoculacion de placas con la suspension de levaduras

La inoculacién de la microplaca se realiz6 con 100 pL de la suspension de
levaduras, de la columna 2 ala 11. En los pozos de la columna 1, filas A-G y de la
columna 2 a 11, fila H se depositaron 100 pL de la suspension del inéculo de cada

uno de los aislados problema. Las placas se incubaron a 35°C durante 48 h.

Lectura de placas y calculo del indice de la concentracion inhibitoria
fraccionada (FICI)

La lectura de la CMI de la microplaca se realizé a las 24 y 48 h, de manera visual
con ayuda de un espejo invertido y por densidad Optica con un espectrofotometro
(Dinex), a 492 nm. Valorando el 80% de inhibicion del crecimiento, en las
combinaciones de FLZ+AMB, FLZ+CSF, PSZ+CSF, PSZ+AMB y del 100% en
AMB+CSF. Ausencia de crecimiento en los pozos CE y crecimiento en los pozos
CC. La interaccion de la combinacion fue analizada por la FICI (siglas en inglés),

la cual se calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula matematica FICI =

CMI de A combinado CMI de B combinado
CMI de A solo CMI de B solo

sinérgico (FICI< 0.5), indiferencia (FICI = 1) y antagénico (FICI > 4)%.

Los valores fueron interpretados como

Actividad fungicida de las combinaciones de antifungicos

Los aislados que mostraron resistencia antifungica fueron incluidos en el ensayo
de la actividad fungicida de la combinacion de los farmacos. Diez microlitros
fueron tomados de los pozos de la CMI, dos veces y cuatro veces la CMI. La
alicuota fue sembrada en la superficie de las placas de ADS por estria cerrada en

tres direcciones, con la finalidad de obtener colonias aisladas. Las placas se
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incubaron a 35°C por 48 h. El efecto fungicida fue definido como la disminucién en
las unidades formadoras de colonias, el punto de corte considerado fue = 99.9% al

comparar con el inéculo inicial.

Analisis estadistico

Para el niumero de especies identificadas y los valores de CMI del perfil de
sensibilidad, se calcularon frecuencia, media, mediana y porcentaje. Para evaluar
las diferencias entre la actividad promedio de los antifungicos se realizé por la
prueba de ANOVA de una via, seguido de la prueba post-hoc de dos vias
mediante el programa estadistico GraphPad Prism. El valor de significancia de
95% fue p<0.05.
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VI. Resultados

De 118 pacientes incluidos en este estudio, 38 correspondieron a hombres (32%)
y 80 a mujeres (68%); la edad oscilo entre 16 y 90 afios, con un promedio de 57.5
afos. Las diferentes formas clinicas observadas fueron vulvovaginitis (30 casos),
IVU (26 casos) y septicemia (23 casos). Los principales factores asociados fueron
tratamiento con antimicrobianos, seguido de aplicacién de catéteres y las dos
comorbilidades mas comunes fueron diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (30 casos) e
insuficiencia renal cronica (IRC) (15 casos) (cuadro 15). Treinta y ocho de los
pacientes presentaron mas de dos factores de riesgo. De los pacientes fueron
procesados 140 especimenes, principalmente de orina (28%), exudado vaginal
(24%) y liquido de lavado bronquial (LLB) (11%) (figura 16).

Cuadro 15. Formas clinicas y factores de riesgo asociados en 118 pacientes con
infecciones por Candida spp.

Formas clinicas | Numero de Enfermedades y Numero de
pacientes factores asociados pacientes
Vulvovaginitis 30 DM2 30
VU 26 IRC 15
Septicemia 23 DPCA 10
Neumonia 17 EVC 5
IVR 10 Tratamiento con 81
antimicrobianos
Peritonitis 6 Catéteres 33
Otras 6 DPCA 10

DM2: diabetes mellitus 2; IVU: infeccidn de vias urinarias; IRC: insuficiencia renal crénica;
DPCA: dialisis peritoneal continua ambulatoria; IVR: infeccién de vias respiratorias; EVC:
enfermedad vascular cerebral; otras: onicomicosis y queratitis.
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Horina

M exudado vaginal
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M exudado faringeo
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i cateter venoso central
i canula

i exudado ocular

i exudado del sitio de salida de cd

cd: catéter de dialisis; LLB: liquido de lavado bronquial

Figura 16. Porcentaje de muestras clinicas procesadas de 118 pacientes.

El porcentaje de especies identificadas es mostrado en la figura 17; la mas
frecuente correspondié a C. albicans (74 aislados, 53%); seguida por C. tropicalis
(31 aislados, 22%). Las especies de Trichosporon (11 aislados, 8%) fueron T.
asahii (8) T. dermatis (1); T. mucoides (1) y T. jirovecii (1) (figura 18). Los otros
aislados levaduriformes identificados fueron Saccharomyces cerevisiae (1), C.
lusitaniae (2), C. sphaerica (1), Cryptococcus laurentii (1), Stephanoascus ciferrii
(1) y Rodothorula rubra (2). Siete (5%) asociaciones de dos especies de Candida
fueron detectadas, tres de ellas correspondieron a C. albicans y C. glabrata
(cuadro 16) (figura 19).
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M C. albicans
M C. tropicalis
M C. krusei
3% M Trichosporon spp.
M C. parapsilosis

M C.glabrata

i otras especies

Figura 17. Porcentaje de especies identificadas del género Candida y
Trichosporon aisladas de 12 especimenes.

ai\ b

Figura 18. Aspecto macro y microscpico de T. asahii, a) Colonias plegadas, secas
crecidas en ADS (aislado 92 AC). b) Artroconidios de forma rectangular, con un
tamafio de 3-4 um.
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Cuadro 16. Asociacion de especies detectadas en los aislados levaduriformes.

Clave del aislado Muestra clinica Especie
5AC Orina C. albicans + C. glabrata
17AC Exudado faringeo C. tropicalis + C. krusei
22AC Orina C. albicans + C. glabrata
27AC Liquido de hemodialisis | C. albicans + C. tropicalis
47AC Exudado faringeo C. krusei + C. parapsilosis
135AC Exudado vaginal C. albicans + C. glabrata
150AC Exudado ocular C. albicans + C. tropicalis
/ s

Figura 19. Aislado 22AC crecido en CHROMagar Candida®, que correspondi6 a la
asociacion C. albicans y C. glabrata.

Pruebas de sensibilidad a antifungicos

De los 140 aislados levaduriformes, en 88 se les determind la CMI a FLZ, PSZ,
AMB y CSF. El rango de CMI para los cuatro antifungicos fue el siguiente: FLZ de
0.125 a 64 pg/mL; PSZ de 0.03 a 16 pg/mL; AMB de 0.06 a 16 pg/mL y para CSF
de 0.125 a 8 pg/mL. En la figura 20 se presenta la actividad promedio de los tres
antifangicos frente a los 88 aislados levaduriformes. Los dos antifungicos que
mostraron la mejor actividad fueron AMB (0.58 pg/mL) y CSF (1.0 pg/mL), sin
diferencia significativa entre ellos. Al comparar la actividad entre PSZ con AMB y
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CSF, se observa la mejor actividad de AMB y CSF con diferencia significativa
(p<0.05). La actividad promedio de FLZ fue de 9.02 pg/mL; aunque es un valor
mayor que el obtenido con los otros tres antifingicos; no se realizé la prueba

estadistica comparativa debido a la diferencia en la escala de concentraciones.

104

CMI pg/mL

==
- & &

Antifangicos

Figura 20. Actividad promedio de AMB, CSF y PSZ frente a los 88 aislados
levaduriformes.

En el cuadro 17 se muestra el nUmero de aislados resistentes frente a los cuatro
antifingicos probados. En base a la CMI se observo resistencia en 24 (27.27%) de
los 88 aislados frente a los distintos farmacos utilizados. La resistencia a mas de
un farmaco se present6 en 17 (19.31%) aislados, principalmente de C. albicans, C.
tropicalis y T. asahii. En la figura 21 se presenta el porcentaje de resistencia
mostrado por los aislados levaduriformes frente a los cuatro antifungicos; los dos

antifiingicos, principalmente a CSF y PSZ (13 aislados).
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Cuadro 17. Patrén de sensibilidad/resistencia antifingica en los 88 aislados

levaduriformes a cuatro antifungicos.

Especie Numero | AMB CSF FLZ PSZ Resistencia
amas de un
SIR|S|R|S| R|S|R .
farmaco
C. albicans 45 45|10 (44| 1 (40| 5 |40 | 5 5/5
C. tropicalis 19 19/ 0|17 2 |14 | 5 |14 | 5 5/8
C. parapsilosis 4 4 (0| 4]10]4]0]4]|0 0
C. glabrata 2 210|120 2]0|2]|0O0 0
C. krusei 3 3|/|0|3]0|3|]0|2]|1 1/1
C. inconspicua 1 1/]0}(1}0}212]0]1]O0 0
C. laurentii 1 1/]0}(1}0}212]0]1]O0 0
C. kefyr 1 1/0|1 (0|12 (0|10 0
C. lusitaniae 1 1/]0}j12}0}2]0]121]O0 0
S. cerevisiae 1 1/]0}(1}0}212]0]1]O0 0
T. asahii 7 4 |30 |7 |70 7,0 3/7
T. dermatis 1 O(1]0 1 1|0 1|0 1/1
T. mucoides 1 1/]0}(]0}|212}|1]0]0]1 1/1
T. jirovecii 1 O(1(0]|1 110 (0|1 1/1
Total 88 83 |5 |75]13 |78 |10 | 75| 13 17/24

S: sensibles; R: resistentes
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Figura 21. Porcentaje de resistencia observada en los 88 aislados frente a FLZ,
PSZ, AMB y CSF.

Combinacion de antifungicos

El efecto sinérgico en la actividad combinada de los cuatro antifingicos contra los
24 aislados resistentes fue de 26.2%. Este efecto se observd en las
combinaciones de CSF+FLZ, con valores de FICI de 0.1 a 0.3 pg/mL; CSF+PSZ
de 0.3 ug/mL; AMB+PSZ de 0.1 pg/mL y AMB+FLZ 0.1 a 0.3 pg/mL. Este efecto
sinérgico solo se observo en aislados de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei
(cuadros 18 y 19).

La combinacion AMB+CSF sobre los aislados de T. asahii, T. mucoides y T.
jirovecii mostr6 valores de sinergia con FICI de 0.2 a 0.5 ug/mL (cuadro 20); el
porcentaje mas alto (6.3%) de sinergia fue observado en la combinacion
CSF+PSZ y AMB+FLZ; mientras que con AMB+CSF y CSF+FLZ fue el mas bajo
(2.1%) (cuadro 21).
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Cuadro 18.

combinaciones de antifungicos sobre aislados de C. albicans.

Efecto sinérgico de diferentes concentraciones de cuatro

Clave
del Combinacion
aislado Especie (A+B) CMI de Ac | CMI de Bc FICI Interpretacion
1AC C. albicans CSF+FLZ 0.06 8 0.3 S
19AC | C. albicans CSF+FLZ 0.06 16 0.3 S
1AC C. albicans CSF+PSZ 0.03 4 0.3 >
0.06 2 0.3 S
63AC | C. albicans CSF+PSZ 0.06 2 0.3 S
44AC | C. albicans CSF+PSZ 0.03 4 0.3 >
0.06 1 0.3 S
44AC | C. albicans AMB+PSZ 0.03 L 0.1 >
0.06 1 0.3 S
76AC | C. albicans AMB+PSZ 0.06 2 0.2 >
0.125 1 0.3 S
19AC | C. albicans AMB+FLZ 0.06 1 0.2 S
58AC | C. albicans AMB+FLZ 0.06 16 0.3 >
0.125 8 0.3 S
. 0.06 8 0.2 S
63AC | C. albicans AMB+FLZ
0.125 0.3 S

Ac: antifingico A combinado; Bc: antifingico B combinado
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Cuadro 19. Efecto sinérgico a diferentes concentraciones de tres combinaciones

de antifungicos sobre aislados de C. tropicalis y C. krusei.

Clave del Combinacion
aislado Especie (A+B) CMI de Ac | CMI de Bc FICI Interpretacion

81AC C. tropicalis | CSF+PSZ 0.06 0.5 0.1 >
0.125 0.5 0.2 S
86AC C. tropicalis CSF+PSZ 0.06 1 0.3 S
8AC C. tropicalis| AMB+PSZ 0.5 1 0.3 S
0.125 4 0.3 S
17AC C. tropicalis | AMB+PSZ 0.25 4 0.3 S
0.5 2 0.3 S
59AC C. tropicalis| AMB+PSZ 0.125 2 0.3 S
34AC C. tropicalis | AMB+PSZ 0.125 0.5 0.1 >
0.25 0.5 0.2 S
86AC C. tropicalis| AMB+PSZ 0.06 0.5 0.1 >
0.125 1 0.3 S
3AC C. tropicalis | AMB+FLZ 0.125 0.5 0.2 S
7AC C. tropicalis| AMB+FLZ 0.125 0.5 0.1 >
0.25 0.5 0.2 S
0.06 8 0.1 S
81AC C. tropicalis| AMB+FLZ 0.125 8 0.2 S
0.25 8 0.3 S
. 0.06 4 0.3 S

30AC C. krusei CSF+PSzZ
0.125 1 0.3 S

Ac: antifingico A combinado; Bc: antifingico B combinado
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Cuadro 20. Efecto sinérgico a diferentes concentraciones de dos combinaciones

de antifingicos sobre aislados de Trichosporon spp.

Clave del Combinacién

aislado Especie (A+B) CMI de Ac | CMI de Bc FICI Interpretacion

0.03 8 0.5 S

V35 T. asahii AMB+CSF 0.06 8 0.5 S

0.125 8 0.5 S

0.03 2 0.2 S

92AC T. asahii AMB+CSF 0.06 2 0.2 >

0.125 4 0.5 S

0.5 2 0.5 S

0.06 0.25 0.5 S

AMB4+PSZ 0.125 0.25 0.5 S

0.25 0.125 0.3 S

110AC T. asahii 0.5 0.125 0.5 S

0.03 8 0.5 S

AMB+CSF 0.06 8 0.5 S

0.125 8 0.5 S

0.03 1 0.5 S

0.06 0.125 0.1 S

140AC T. mucoides| AMB+PSZ 0.125 0.25 0.2 S

0.25 0.25 0.3 S

0.5 0.125 0.5 S

0.125 4 0.3 S

34MO T. jirovecii | AMB+CSF 0.25 2 02 >

0.5 1 0.3 S

1 1 0.5 S

Ac: antifingico A combinado; Bc: antifingico B combinado
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Cuadro 21. Porcentaje promedio del efecto sinérgico, indiferente o antagénico en

las diversos aislados de Candida spp. y Trichosporon spp.

Combinacion | Aislado Sinérgico | Indiferente | Antagonico
(%) (%) (%)
CSF+FLZ Candida spp. 2.1 40.8 57.1
CSF+PSZz Candida spp. 6.3 35.5 58.2
AMB+FLZ Candida spp. 6.3 39.7 54.0
AMB+PSC Candida spp. 9.5 53.5 37.0
AMB+CSF Trichosporon spp. 2.1 70.9 27.0

En la figura 22 se presentan algunas placas del estudio de microdilucion de

sensibilidad y resistencia para los cuatro antifingicos probados en 6 aislados

problema. La fila H corresponde a uno de los aislados de C. tropicalis (7AC),

donde se aprecia el valor de resistencia frente a FLZ y PSZ.

El efecto de la combinacion CSF+FLZ sobre el mismo aislado se observa en la

figura 23, en donde el valor de FICI fue de 1 (valor indiferente); la disminucién en

la concentracion fue 4 veces Unicamente frente a FLZ. Por otro lado,

la

combinacion de AMB+CSF frente a un aislado de T. asahii (92AC) se observa

inhibicion en el crecimiento a distintas concentraciones con efecto sinérgico

(figura24).
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Figura 22. Placas de microdilucion con diferentes antifingicos y valor de CMI
sobre C. tropicalis (7AC); en la fila H A) CSF: 0.25 pg/mL; B) AMB 0.25 pug/mL; C)

FLZ 264 pyg/mL y D) PSZ 216 pg/mL.

A: Caspofungina
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Figura 23. Combinacion de CSF+FLZ en C. tropicalis (7AC). Los valores de la CMI
fueron Ac: 0.25 pg/mL y Bc: 1pug/mL. FICI de 1, de valor indiferente.
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Figura 24. Combinacién de AMB+CSF frente a T. asahii (92AC). Los valores de las
concentraciones fueron, Ac: 0.03 pg/mL y Bc: 0.25 pg/mL, con valor de FICI de
0.5.

En la figura 25 se ejemplifica la actividad fungicida en la combinacién CSF+AMB,
en la cual se demostrd la disminucién de las UFC hasta en un 100%, sobre todo

cuando la combinacién present6 un efecto sinérgico.

0.03+0.125 0.03+0.25 0.03+0.5
pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 25. Actividad de la combinacién CSF y AMB. Disminucion de las UFC

relacionada con la CMI y células sobrevivientes.

60



VII. Discusién

En la dltima década Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis
han aumentado en numero y proporcion causando infecciones superficiales e
invasivas, principalmente en pacientes hospitalizados; diversos autores han
relacionado este incremento con la asociacion de multiples factores de riesgo que
comprometen el sistema inmune de los pacientes, como enfermedades
hematoldgicas, aplicacion de catéteres, DM2, uso prolongado de
antimicrobianos!’®’. Los pacientes que fueron incluidos en este trabajo
presentaron multiples factores similares a la descripcion anterior, principalmente la
administracion prolongada de antimicrobianos, con excepcion de ausencia de
enfermedades hematoldgicas.

Cornistein y cols!’ reportaron mayor porcentaje de infecciones causadas por las
especies de Candida y Trichosporon, en el género masculino (58.2%), a diferencia
de las observaciones del presente estudio que fue del 32%; esta diferencia podria
deberse a la poblacion de nuestro estudio, de predominio en mujeres (68%) y a los
especimenes procesados.

La muestra bioldgica de la que se obtuvo el mayor numero de aislados
levaduriformes fue orina (28%); este hallazgo cada vez es mas comun en
pacientes con DM2 y complicaciones relacionadas como infeccion de vias
urinarias altas y bajas*®. En un estudio realizado por Tinoco y cols®® describieron
qgue la infeccidn de vias urinarias es la principal causa de infeccion hospitalaria en
la poblacion adulta con multiples factores de riesgo. En el presente trabajo los
aislados levaduriformes fueron obtenidos de exudado vaginal, el cual ocupé el
segundo lugar en frecuencia (24%), lo cual podria estar relacionado directamente
con el nimero de mujeres incluidas en el estudio. Estos datos coinciden con lo
descrito en la literatura, donde el 10 al 90% de las infecciones de la mucosa
vaginal son ocasionadas por levaduras del género Candida?46%79101: ademas del
45 a 75 % de las mujeres experimentan candidosis vaginal sintomatica’®.

Otro de los hallazgos de interés fueron los aislados a partir de las muestras de

LLB (11%), aun cuando algunos autores mencionan que se puede aislar Candida
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spp. en muestras de origen pulmonar de pacientes sin afectacion, el hecho de
encontrar cultivos positivos, pueden estar indicando la colonizacion y una potencial
infeccion invasiva al tejido pulmonar; mientras que en otros estudios se reporto la
infeccion pulmonar como la principal topografia de infecciones invasivas por
Candida®?. El aislamiento de levaduras de puntas de catéter venoso central y
sangre fue menor (3 y 4%, respectivamente), a pesar de ello es importante tomar
en cuenta el aislamiento de estos agentes a partir de estas muestras, ya que son
hallazgos de posible desarrollo de una septicemia por levaduras, causadas por las
especies de Candida no C. albicans!’. Falagas y cols.?* reportaron que la
frecuencia de especies diferentes a C. albicans tienen una variacion geografica
significativa en todo el mundo. Incluso la frecuencia de especies es distinta entre
los diferentes grupos de poblaciones estudiadas. Estos autores reportaron a C.
albicans como la primera especie causante de infecciones en el norte y centro de
Europa y Estados Unidos; mientras que las especies Candida no C. albicans
predominan en Asia, Europa y América del Sur. En el presente trabajo las dos
especies identificadas con mayor fueron C. albicans (53%) y C. tropicalis (22%); a
diferencia del trabajo de Gonzales y cols.?® quienes aislaron a C. parapsilosis
(56.5%) de pacientes pediatricos. En otros estudios en pacientes con DM2
demostraron que las infecciones de vias urinarias fueron causadas por C.
glabrata*>"°. La diferencia en las especies se explica por el grupo de edad de la
poblacion del presente estudio y de las formas clinicas como IVU y vulvovaginitis.
Otra especie aislada con menor frecuencia fue C. krusei, clinicamente esta
especie es de particular importancia debido a su resistencia a fluconazol y menor
sensibilidad a la anfotericina B.

Un hallazgo clinico de interés fue la identificacion de dos casos de vulvovaginitis
por Saccharomyces cerevisiae, levadura que puede producir lesiones severas,
como sangrado de las mucosas, dolor y ocasionalmente fungemias’®. En el
presente trabajo se identificaron siete casos (5%), de asociacion de especies, tres
de ellas de C. albicans con C. glabrata; frecuencia similar (4.4%) a la encontrada
por Romero-Luevano y cols.”®. Otros autores han descrito un porcentaje mayor de

asociacion (21.8 %)*’. Este es un punto importante a tomar en cuenta, ya que las
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especies de Candida tienen diferente perfil de sensibilididad y/o resistencia a los
antifingicos de uso comun en la practica clinica y el hecho de que se encuentre
mas de una especie en el hospedero podria tener implicaciones en el resultado de
la terapia antifingica.

Las especies del género Trichosporon son causa de infeccion humana con menor
frecuencia. La principal especie identificada en este estudio fue T. asabhii, lo cual
corresponde a lo descrito en la literatura1%26, Una caracteristica importante de
esta especie es la resistencia intrinseca que presenta frente a anfotericina B,
debido a ésto las infecciones invasivas causadas por esta especie son dificiles de
tratar y generalmente la tasa de mortalidad es elevada por la falla al tratamiento.
Los estudios de sensibilidad in vitro, tienen relevancia clinica y son importantes
para proponer una terapia inicial o alternativa. La resistencia a los antifungicos es
un problema emergente y se ha incrementado el nimero de casos por micosis con
fracaso en el tratamiento antifungico. Actualmente hay antifUngicos con amplio
espectro de actividad, pero tienen un uso limitado, debido a los efectos toxicos.
Los antifungicos de primera eleccion para las infecciones invasivas son FLZ, PSZ,
AMB y CSF. Pfaller y cols.’® reportaron un rango de actividad para FLZ de 0.25 a
64 ug/mL, un porcentaje de resistencia de 2.3% y de 5.6% para C. albicans y de
14.4% contra cada una de las especies C. albicans, C. tropicalis y C. glabarata. A
diferencia de los datos que obtuvimos en este estudio, los aislados de C. glabarata
no se ubicaron en el rango de resistencia; sin embargo fueron sensibles dosis
dependiente a FLZ, dato descrito por otros autores*t. Pfaller y cols.%® reportaron
resistencia a PSZ contra aislados de C. albicans (4.4%) y Candida krusei (15.2%);
en el presente trabajo se detectaron valores de resistencia en estas dos especies,
ademas de C. tropicalis que mostr6 valores altos de CMI 216 pg/mL. El
antifangico que mostré la mejor actividad frente a las especies de Candida fue
AMB (87.5%) con rangos que oscilaron de 0.06 a 0.5 pg/mL. Asi mismo
Gonzales y cols.?® reportaron rangos muy similares y 0% de resistencia. Diversos
autores han encontrado variaciones en los rangos de CMI para CSF que va de
0.016 a 0.5 pg/mL frente a C. albicans y C. tropicalis; en C. glabrata de 0.031 a 0.5

ug/mly en C. krusei de 0.063 a 1 pg/ml?379, Los valores mas altos de CMI de este
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antifngico se obtuvieron frente a los aislados de T. asahii, ésto explicaria la
resistencia intrinseca de las especies frente al antifingico. Estos autores coinciden
en la baja proporciéon de 2 a 3% de resistencia a este farmaco; sin embargo en el
presente estudio el porcentaje de resistencia fue de 14.4 % en los aislados de
Trichosporon.

Ante la evidencia de resistencia mostrada en los aislados levaduriformes, la
combinacion de antifungicos se ha llevado a cabo como una estrategia para
resolver el problema de la falla terapéutica. En diversos estudios se ha probado la
combinacion de antifungicos in vitro con diferentes dianas, obteniendo resultados
variables??839, En el presente estudio el efecto sinérgico obtenido en las
combinacion de antifungicos fue de 26.2%; esta actividad se detectdé en la
combinacion CSF+FLZ frente a C. albicans, al comparar este resultado con el de
otros autores®’ donde detectaron el 66% de efecto sinérgico y el 14% en aislados
de C. glabrata. Otros autores han reportado un efecto indiferente con la misma
combinacién’®. La diferencia observada posiblemente sea por el método utilizado.
De tal manera que es necesario realizar mayor niumero de estudios para evaluar
una serie mas amplia de concentraciones de los dos farmacos como ha sido
descrito por otros autores’®. En el presente trabajo se detecté un efecto sinérgico
del 6.3% con la combinacién de CSF+PSZ sobre los aislados de C. albicans y C.
tropicalis, aunque también fue evidente el efecto antagénico (58.2%); en cambio
Oliveira y cols.®? con la misma combinacién reportaron un efecto sinérgico en el
4% y ningun efecto antagénico sobre los aislados de C. glabrata. Es importante
mencionar que esta combinaciéon en la terapia clinica ha resultado efectival?.
Estos datos apoyan la hipo6tesis de que estos dos farmacos con diferentes sitios
de accién son capaces de interaccionar sinérgicamente. Por otro lado, estudios
anteriores han informado que pacientes con infecciones causadas por C. albicans
resistentes a fluconazol pueden curarse con la administracién de un triazol de
segunda generacion como posaconazol, lo cual indica una ventaja potencial de
este triazol contra aislados resistentes a otros farmacos azélicos. En la mayoria de
los estudios, se han descrito hallazgos que apoyan la teoria del efecto antagénico

con la combinacion azol-polieno sobre C. albicans, ya que se ha observado que
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los aislamientos son sensibles inicialmente frente a AMB, con posterior desarrollo
de resistencia durante la terapia con el polieno?283%, Para explicar el cambio
sobre C. albicans al exponerse a FLZ, las cadenas laterales lipofilicas del
antifingico se insertan en la membrana celular, que eventualmente puede
bloquear los sitios de union de la membrana para AMB y podria ser la principal
causa de este efecto antagonico. Sin embargo, en condiciones de inhibicion, el
ergosterol puede ser sintetizado de nuevo por la levadura o alternado con otros
esteroles como el colesterol que puede sustituir al ergosterol®®. A pesar de ésto,
en el presente trabajo con la combinacion AMB+FLZ se detectd un efecto
sinérgico en el 6.3%. La concentracion a la que se observo este efecto fue de 0.06
pug/mL para AMB y 8 pug/mL para FLZ, estos valores se redujeron en cuatro veces
comparado con la CMI de cada antifingico actuando por separado. La FICI
obtenida fue de 0.1 a 0.3 pg/mL frente a las especies de C. albicans y C. tropicalis.
En una situacion clinica hipotética de una infeccion invasiva en un paciente que no
responde a la administracion de fluconazol, el procedimiento habitual seria la
aplicacion combinada con anfotericina B. Por otro lado, algunos estudios
reportaron la actividad sinérgica in vivo, de tal manera que la combinacion
AMB+FLZ puede considerarse una opcion en el tratamiento de las infecciones
causadas por C. tropicalis. Vishnu Chaturvedi y cols.® informaron que diversos
laboratorios observaron una actividad sinérgica en el 85.7% en la combinacién
AMB+PSZ contra aislados de C. glabrata. Sin embargo, en el presente trabajo el
efecto sinérgico de la combinacion AMB+PSZ fue de 9.5% frente a C. albicans, C.
tropicalis, T. asahii y T. mucoides. Finalmente, AMB+CSF fue la combinacion que
tuvo la mejor actividad frente a los aislados de T. asahii, T. mucoides y T. jirovecii.
El efecto sinérgico para ésta ultima combinacién se presentd en cuatro de diez
aislados (40%); mientras que Houmin y cols.*® reportaron mayor porcentaje de
sinergia (89%). Una de las posibles explicaciones por lo cual se atribuye este
efecto sinérgico es que las equinocandinas podrian mejorar la penetracion de
anfotericina B en la membrana celular, causando un aumento en la actividad
fungicida cuando se combinan los farmacos?®. Raad y cols.” hicieron énfasis que

aun cuando los resultados in vitro fueron prometedores en el efecto sinérgico y
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aditivo, ésto no siempre se traducen a un buen resultado clinico. Por lo tanto, es
importante realizar un mayor numero de estudios clinicos e in vitro para establecer
guias terapéuticas con la finalidad de eliminar la especie causante de infeccion en

el humano.
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VIIl. Conclusiones

Candida albicans fue la principal especie aislada de exudado vaginal y de orina;

mientras que T. asahii fue aislado de escamas de ufias y de orina.

La asociacion de especies detectada en las muestras clinicas procesadas fue del

5%; la principal asociacion fue C. albicans con C. glabrata.

Los antifungicos que mostraron la mejor actividad frente a los aislados

levaduriformes fueron anfotericina B y caspofungina.

La resistencia mostrada por Candida spp. y Trichosporon spp. fue del 27.27%.

Las especies con mayor resistencia fueron C. albicans, C. tropicalis y T. asabhii.

El efecto sinérgico observado en las cinco combinaciones realizadas fue del
26.2%

En las especies resistentes de Candida la mejor combinacién fue AMB con PSZ,

mientras que, en Trichsoporon spp. el efecto sinérgico se obtuvo con AMB y CSF.
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IX. Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico
Agar dextrosa Sabouraud
Agar harina de maiz

Agar Urea de Christensen
Anfotericina B
Caspofungina

Catéter venoso central

ADN
ADS
AHM
AU

AMB
CSF
CvC

Concentracion minima inhibitoria CMI

Diabetes mellitus 2

Didlisis peritoneal continua
ambulatoria

Enfermeda vascular cerebral
Fluconazol

Horas

indice de la concentracion
inhibitoria fraccionada
Infeccion de vias
respiratorias bajas

Infeccién de vias respiratorias

Infeccidn de vias urinarias

Instituto de Estandares
de Laboratorio Clinico

Insuficiencia renal crénica
Liquido de lavado bronquial

Malformaciones del tubo
digestivo

Microlitro

Mililitro

Milimolar

DM2

DPCA

EVC
FLZ
h

FICI

IVRB
IVR

VU

CLSI
IRC

LLB

MTD

ML
mL
mM
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Nandémetro

Posaconazol

Reaccion en cadena de la
Polimerasa de polimorfismos
de longitud de fragmentos
de restriccion

Reaccion en cadena
de la polimerasa

Roswell Park Memorial Institute

Unidades formadoras
de colonias

Voriconazol

nm
PSz

PCR-RFLP

PCR

RPMI

UFC

VRZ
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X. Anexos

Preparaciéon de medios de cultivo
RPMI 1640

Componentes

RPMI 1640 10.40¢g

Tampon MOPS 345¢g

Agua destilada 1000 mL

Disolver en 500 mL de agua destilada la cantidad pesada de MOPS en agitacién
constante hasta su completa disolucion.

Ajustar pH a 7.0 con hidréxido de sodio (NaOH) 1M.

Disolver RPMI 1640 hasta su completa disolucién.

Aforar a 1000 mL.

Agar Urea de Christensen (AU)

Componentes

Solucion A

Agua destilada 90 mL
Agar 159
Solucion B

Base agar urea 299

Agua destilada 10 mL

Disolver la base de agar urea en 10 mL de agua destilada.
Esterilizar por filtracion con unidades filtro de 0.45 pm.
Disolver el agar a 50°C.

Mezclar con la base de urea.

Distribuir en tubos de 2 mL estériles con tapdn.
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Agar dextrosa Sabouraud (ADS)
Componentes

Agar 659

Agua destilada 1000 mL

Disolver 65 g de agar en 1000 mL de agua destilada.
Calentar hasta completa disolucion.

Esterilizar a 12°C durante 15 minutos.

Verter en cajas de Petri.

Agar dextrosa Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (ADS-A)
Componentes

Agar 659

Agua destilada 1000 mL

Disolver 65 g de agar en 1000 mL de agua destilada.
Calentar hasta llevar a punto de ebullicion.
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Verter en cajas de Petri.

Agar Harina de Maiz adicionado con Tween 80 (AHM)

Componentes

Agar 179
Agua destilada 1000 mL
Tween 80 10 mL

Disolver 17 g de agar en 1000 mL de agua destilada.
Calentar hasta punto de ebullicién.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Agregar 15 mL de Tween 80.

Verter en cajas de Petri.
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CHROMagar Candida®

Componentes

Agar 15¢g
Peptona 10.2 ¢
Mezcla cromoégena 22 g
Cloranfenicol 0549

Agua destilada 1000 mL

Pesar 47.7 g en 1000 mL de agua destilada.

Disolver los componentes con movimiento rotatorio.

Llevar a ebullicion con agitacion constante.
Calentar la mezcla hasta su completa disolucion.
Esterilizar por ebullicibn durante dos min.

Verter en cajas de Petri.
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