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1 Introduccién

1.1 Enfermedad Renal Crénica

La enfermedad renal crénica (ERC) es una condiciébn que se caracteriza por la
alteracion en la funcion renal, es decir en la regulacion del contenido de agua y
electrolitos, el equilibrio acido-base y la eliminacién de los productos metabdlicos de
desecho como la urea, acido Urico y creatinina a través de los rifiones y su unidad

funcional (nefrona).

1.1.1 Antecedentes historicos de la patologia renal

Las primeras descripciones de la patologia renal se remontan al antiguo Egipto
(1500 a.C.). Sin embargo, Hipdcrates de Cos (Grecia) (460-370 a.C.) fue el primero
en especificar los cambios macroscoépicos en la orina que reflejaban determinadas
enfermedades del rifidn, “él creia que ningun otro sistema u 6rgano del cuerpo podia

dar mas informacién como lo hacia el aparato urinario” 7.

A finales del siglo XVIII se describieron los tres sindromes principales de la
enfermedad renal: el sindrome nefrético, por Theodore Zwinger en Basilea; la
nefritis aguda y la enfermedad renal crénica, por el médico Inglés Richard Bright,
quien relaciond la presencia simultdnea de albuminuria, hidropesia y la lesién del
parénguima renal con la hipertensién!®®, Mas tarde los alemanes Ernst von Leyden
(1832-1910) y Ludwig Traube (1818-1876) complementaron la asociacion entre
enfermedad cardiaca y enfermedad renal’®. Por otra parte, los patrones de
evolucion de la “nefritis” hacia insuficiencia renal avanzada fueron observados y
analizados por Thomas Addis (1881-1949) y Donald D. Van Slyke (1883-1971) en
Estados Unidos de América (EUA) y complementados con los cambios
histopatoldgicos en el tejido renal, a partir de 1950 76155,

Otro de los hechos relevantes a destacar fue la introduccion de la diélisis peritoneal
para el tratamiento de la ERC en etapa terminal (Insuficiencia renal crénica (IRC)).
La publicacibn mas antigua que describe la aplicacibn de un catéter y la
administracion de soluciones en la cavidad peritoneal data de 1755y 1763 durante
la guerra de los 7 afios, donde Chistopher Warrick, cirujano inglés, introdujo un




catéter en el abdomen de un paciente y le administré agua de Bristol y licor, con la
idea de cerrar los linfaticos y curar la ascitis 1¢7. Putnam (1894-1975) consider6 que
la funcién del peritoneo era de una membrana que permitia que se llevara a cabo el
equilibrio osmético; asi mismo descubrié que la teoria de Graham en membranas
de celulosa podria aplicarse al peritoneo 2. Por otro lado, Georg Ganter (1885-
1940), en Alemania, planted por primera vez la capacidad de esta membrana para
extraer sustancias’® 61, Finalmente, Doolan en 1959, fabricé el primer catéter que
se elabord especificamente para la didlisis peritoneal en el tratamiento de los
pacientes con ERC en etapa terminal. Este trabajo fue la base para el desarrollo
posterior del concepto de la dialisis peritoneal continua ambulatoria (DCPA), que fue
introducido por Popovich y Moncrief entre 1976 y 1978 34, Oriopoulos et al., en
1978, modernizaron el procedimiento con el uso de bolsas flexibles 124,

1.1.2 Definiciéon de enfermedad renal créonica

Las guias KDOQI (Iniciativa de calidad de los resultados de la enfermedad renal,
por sus siglas en inglés), de la “National Kidney Foundation” (NKF) de EUA, definen
a la ERC como la reduccion de la tasa de filtracion glomerular (TFG) y/o presencia
de dafio renal que persiste durante al menos tres meses, demostrado por estudios

de laboratorio 118,

Los criterios para establecer el diagndéstico de ERC son: 1) dafio renal diagnosticado
por método directo (alteraciones histologicas en la biopsia renal); 2) dafio renal
diagnosticado de forma indirecta por marcadores (creatinina, albuminuria o
proteinuria elevadas, alteraciones en el sedimento urinario; 3) alteraciones en

pruebas de imagenologia 18.

1.1.3 Clasificacion

La ERC es un proceso fisiopatoldgico de caracter progresivo que frecuentemente
lleva a un estado terminal. Se clasifica en cinco etapas, cuyas caracteristicas

principales se muestran en el cuadro 1.




Cuadro 1. Relacién entre las etapas de la ERC y el dafio renal 2

Etapa Caracteristicas

Leve con TFG normal: = 90 mL/min/1.73m?

Leve con TFG anormal: 60- 89 mL/min/1.73m?

Moderado con TFG anormal: 30-59 mL/min/1.73m?

Insuficiencia Renal Crénica con TFG: 15-29 mL/min/1.73m?

Insuficiencia Renal Crénica terminal con TFG: <15 mL/min/1.73m?

TFG: Tasa de filtracion glomerular (Depuracién de creatinina); Area corporal de un adulto =
1.73 m?

VR IWIN|F

La TFG es la velocidad a la cual las sustancias de desecho son filtradas a través
del glomérulo; se expresa en mL/min y se mide por pruebas de depuracion de
alguna sustancia excretada en orina, generalmente creatinina. La TFG es un
parametro usado para medir la capacidad funcional de los rifiones y como indicador

del nimero de nefronas funcionales.

La insuficiencia renal crénica (IRC) corresponde a las etapas 4 y 5 de la ERC, por
la pérdida progresiva, permanente e irreversible de la TFG. Este dafio es el
resultado de la reduccion en el nimero de nefronas con la consecuente incapacidad
renal para llevar a cabo funciones depurativas, excretoras, reguladoras y endocrino-

metabdlicas.

1.1.4 Epidemiologia

La ERC es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, debido al
aumento en la incidencia y prevalencia®. La incidencia varia de acuerdo con el
continente o pais (Cuadro 2) por las diferencias en las tasas de enfermedades

predisponentes y la disponibilidad del tratamiento en los pacientes 33 57, 80. 82,83, 97,

150, 169




Cuadro 2. Incidencia de la ERC en Europa y algunos paises.

Pais o continente Afio Incidencia (pmh) Referencia
EUA 2008 351 (Housman AE, et al. 2010) (Levey AS, et
al. 2012)
Europa 2003 135 (El Nahas, et al. 2005) (Xie Y, et al.
2008)
Taiwan 1990 126 (Shang JH, et al. 2010) (Levey AS, et al.
2001 331 2012)
India 2004 232 (Jha Vivekanand. 2009)
Malasia 2006 304 (Jha Vivekanand. 2009)
China 1999 155 (Xie Y, et al. 2008)
2005 307 (Chen J. 2010)

América

ERC = Enfermedad renal crénica; pmh = Por millén de habitantes; EUA = Estados Unidos de

Por otro lado, la prevalencia a nivel mundial se estima que es del 8 % al 16 % & 3,

En el cuadro 3 se muestran diferentes publicaciones sobre la prevalencia de la ERC

e IRC 69, 70, 125_

Cuadro 3. Comparacion de cuatro estudios y la prevalencia de la ERC.

Etapa EUA: NHANES 111 7° Espaiia
de ERC Global ®
(%) 1988-1994 1994-2004 | EPIRCE: 2010 *** | Sociedad espafiola
(%) (%) (%) de nefrologia:
2018 ©°
(%)

1 3.5 3.3 5.7 0.99 1.5

2 3.7 3.0 54 13 1.8

3 7.4 4.3 54 6.5 11.6
4 (IRC) 0.5 0.2 0.4 0.27 0.2
5 (IRC) 0.2 0.03
TOTAL 15.1 11 16.9 9.09 15.1

ERC = Enfermedad renal crénica
EUA = Estados Unidos de América
NHANESIII = Third National Health and Nutrition Examination Survey
EPIRCE = Estudio Epidemioldgico de la Insuficiencia Renal en Espaia
IRC = Insuficiencia renal crénica

En la poblacion mexicana, la prevalencia de la ERC ha presentado el mismo

fenbmeno mundial, aunque no se tiene informacion precisa, ya que en México no




Se cuenta con un registro nacional centralizado de casos de padecimientos renales;
sin embargo, los datos se obtienen de los programas de evaluacion temprana de la
funcion del rifiébn y en la deteccion de las etapas de ERC, llevada a cabo por la
Fundacién mexicana del rifidn y por las encuestas epidemioldgicas en poblaciones
mexicanas que viven en EUA. Por ejemplo, En Jalisco, en el 2011 se realiz6 un
estudio en 7,689 pacientes diabéticos y los autores demostraron que el 44 % de los
pacientes desarrollo ERC; por lo tanto, a nivel nacional, por el analisis de los
diferentes estudios, se considera que alrededor de 6.2 millones de diabéticos cursa
con ERC, de los cuales el 98% esta en etapa 1-3 y el 2 % requiere de terapia

sustitutiva con didlisis peritoneal, hemodidlisis y trasplante (Figura 1),

De los estudios de encuestas nacionales sobre ERC y terapia sustitutiva, destaca
la que se realiz6 en 1992, donde la prevalencia de pacientes sometidos a dialisis
peritoneal (DP) fue de 200 casos por millon de habitantes (pmh), cifra considerada
como la prevalencia de IRC en México, dado que la mayoria de los pacientes con

IRC fueron tratados con DP 127,

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), ha desarrollado en las unidades
meédicas de segundo nivel registros propios de casos con padecimientos renales en
21 estados de la Republica mexicana (Censo de administracién de pacientes con
Insuficiencia Renal Crénica (CIRC)). En el CIRC se ha observado un crecimiento
progresivo del nimero de pacientes con ERC 1!, En 2005 se estimé una incidencia
de pacientes con IRC de 377 casos pmh y una prevalencia de 1.142 pmh & 10 Otro
censo realizado de enero a diciembre de 2014 indica que el 0.1 % de la poblacion
derechohabiente al IMSS padece IRC y se encuentra en tratamiento sustitutivo 1°°.

De acuerdo con el estudio Global Burden of Disease 2010, la ERC ocup0 el lugar
27 de la lista de causas de muerte a nivel mundial, con ligera variacién en la tasa
de mortalidad anual (de 15.7 por 100 000 a 16.3 por 100 000) 8. En México, la
mortalidad que se ha presentado en los pacientes con ERC y DPCA ha sido en el

70% de los casos %6,




1.1.5 Factores de riesgo en la Enfermedad renal crénica.

El incremento progresivo del nimero de pacientes con ERC y consecuentemente
IRC es debido al aumento de las enfermedades que afectan al rifion, como son:
diabetes mellitus (DM), hipertension arterial, obesidad, enfermedad cardiovascular,
enfermedades oncoldgicas, problemas obstructivos y el dafio por farmacos.
Mundialmente, en los paises industrializados, la principal comorbilidad asociada es
la DM 158, Algunos autores reportan que el riesgo de padecer IRC aumenta con la

edad 7 °7; el grupo de edad de 60 a 69 afios ha sido el mas afectado **.

Koye DN, et al.?, realizaron una revisién a nivel mundial, en la cual destaca la ERC
como un problema importante de salud entre los pacientes con DM tipo 2 (DM2). La
incidencia en el desarrollo de TFG <60 mL / min/ 1.73 m? fue de 2 a 4 % anual, esto
fue reportado en 17 estudios de 2003 a 2015; por otro lado, la tasa de incidencia

anual de ERC en etapa terminal reportada en 40 estudios, vario de 0.04 % a 1.8 %.

N Insuficiencia
Daforenal  Dafiorenal Dafio renal  JUSCUSLUEEN  [SESrpss
leve con FG  leve con FG moderado FG  [hbiltetcls terminal
normal anormal anormal
124 000 enfermos
3155800 1748400 1171800 (2.0%)
(50.9%) (28.2%) (18.9%)
98.0% 20%
6.2 millones Enfermos renales crénicos (44%): La ERC acelera
al méaximo riesgo
T cardiovascular

. 15% Ulceras, pie diabético
14 millones Diabéticos (adultos) en el pais (18.34%) 30% Retinopatia proliferativa

3% ceguera total

A

120 millones — Poblacién nacional
(Estimacién del INEGI, cifra a 2015)

Figura 1. Estimacion sobre la dimension de la ERC e IRC por diabetes en México. Tomado y
modificado de Juan A. Tamayo y Orozco H. Santiago Lastiri Quirds °®.




1.1.6 Tratamiento de la Insuficiencia renal cronica

El dafio en los riflones observado en los pacientes con IRC es irreversible, por lo

gue requieren de algun tratamiento que sustituya parcialmente la funcion renal.

El tratamiento sustitutivo esta basado en el trasplante renal y en la dialisis, bajo

cualquiera de sus modalidades.

a) Trasplante renal: Es una alternativa para personas con IRC, consiste en la
trasferencia de un rifion de un individuo a otro y que se integre al organismo. Es
el tratamiento de eleccidon para IRC, ya que un trasplante exitoso se asocia con
mejoria en la supervivencia, en la calidad de vida y en los costos de salud '3
156.

b) Didlisis: las dos modalidades de este procedimiento son hemodidlisis y didlisis
peritoneal. La eleccion del tratamiento dependera del paciente, su edad, de su
estado clinico, entorno socio-familiar, recursos disponibles, y la experiencia

profesional del médico (Cuadro 4) 42.

Cuadro 4. Dialisis como tratamiento sustitutivo de la funcién renal %> 101,

Modalidad Descripcidn

Hemodidlisis (HD) Se realiza a través de un acceso vascular (catéter o fistula), con
direccién hacia un circuito extracorpoéreo (dializador), en el que se
encuentra una membrana artificial que filtra la sangre, la cual regresa,
una vez depurada, al organismo a través del acceso.

Dialisis peritoneal (DP) | El peritoneo es como membrana de didlisis para que se lleve a cabo la
transferencia de agua y solutos entre la sangre y la solucion de didlisis.
los elementos basicos de esta técnica son la estructura anatomo-
funcional de la membrana peritoneal, las caracteristicas fisico-quimicas
de la solucion de didlisis y el catéter
e Didlisis Peritoneal Automatizada (DPA): Mediante una
cicladora (sistema mecanico) se realiza la infusion del dializante
en la cavidad abdominal y posterior drenaje. Existen dos
variedades: dialisis peritoneal intermitente (DPI), es decir la
cavidad peritoneal permanece sin liquidos por periodos; y
continua donde siempre existe liquido en su interior.
e Dialisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA): la cavidad
peritoneal permanece siempre con liquido y los recambios se
realizan de forma manual, varias veces al dia.




En México, los censos realizados en diferentes hospitales de segundo nivel del
IMSS, en los que se incluyeron pacientes con IRC y tratamiento sustitutivo (DP o
HD), en tres diferentes afios (2005, 2009 y 2014), se observé que la DP sobresalia
sobre la HD como tratamiento de la IRC, sin embargo, en los Ultimos 5 afios se ha
visto un incremento en la HD, debido en gran parte a que los pacientes abandonan

la DP por complicaciones. (Figura 2)2 109 110,

2005 2009 2014

26% 34%

41%

<

m DPCA m DPI m HD

/

Figura 2. Distribucidon de pacientes por método de dialisis utilizada en los afios 2005: n = 42,000
pacientes; 2009: n =31.712 pacientes; y 2014: n =55 101 pacientes. DPCA = Dialisis peritoneal continua
ambulatoria; DPI = Didlisis peritoneal intermitente; HD = Hemodialisis.

1.2 Didlisis Peritoneal Continua Ambulatoria

La DPCA es un procedimiento ampliamente utilizado en los pacientes con IRC, es
un método de sustitucion de la funcién renal en el que el peritoneo actia como
membrana de didlisis, permitiendo la transferencia de agua y solutos entre la sangre,
y una solucién de dialisis. En la Figura 3 se muestra la disposicion anatémica del
peritoneo o0 membrana cerosa que reviste el interior de la cavidad abdominal el cual

se conforma por dos capas:

e Peritoneo parietal, capa exterior adherida a la pared de la cavidad abdominal;

e Peritoneo visceral, capa interna que envuelve algunos érganos del abdomen.

El espacio entre ambas capas es la cavidad peritoneal y contiene pequeia cantidad

de fluido que permite a ambas capas deslizarse entre si 192,
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El tratamiento con DPCA consiste en la colocacion de un catéter en el abdomen, el
cual se conecta a un sistema de doble bolsa: de infusion y drenaje. El sistema
posibilita el ingreso de liquido de lavado (dializante) en la cavidad abdominal desde
la bolsa de infusion, posteriormente se desconecta el catéter del sistema y se tapa,
mientras la membrana peritoneal actta como filtro, permitiendo que el exceso de
liquido y residuos de la sangre pasen al dializante, el cual debe permanecer en el
abdomen dos 0 méas horas segun la complexion fisica del paciente y la cantidad de

residuos a extraer (Figura 4)

El transporte de desechos se realiza entre la microcirculacion y la cavidad peritoneal
mediante la combinacién de difusién y ultrafiltracion, segun el transporte de agua y
solutos. En el transporte de solutos la difusion es el mecanismo principal y depende
de la diferencia entre la concentracion plasmatica y del liquido de didlisis, el area de
superficie de la membrana y el coeficiente de difusion de la membrana. El tamafio
y la carga de la molécula influyen directamente en su paso por la membrana
semipermeable. A menor peso molecular de una sustancia, su gradiente de difusion
por la membrana aumenta. La ultrafiltracion permite la eliminacion de solutos

siguiendo el flujo del liquido 0.




Finalmente, el catéter se conecta al sistema y se abre el segmento de drenaje,
mediante el cual el dializado es extraido y colectado en la bolsa de drenaje y se

repite el ingreso del liquido (Infusion).

Bolza de
infusicn con
solucion de
dializis.
Linea de zistema
L de transferencia
[doble bolsa)
Figura 4. DPCA, catéter
conectado a la linea de
Bolsa da transferencia para llevar a
drenaje. Salida cabo las fases de drenaje e
del dializado infusién. Modificado de
Cavidad peritoneal NKF-DOAQI, 2002 '8,

Las ventajas de la DPCA son:

e Permite una mayor ingesta dietética de proteinas, sodio, potasio y liquidos

e Hay menos sintomas de desequilibrio durante la diélisis

¢ No hay necesidad de anticoagulacion y de un sistema de acceso a la circulacién
sistémica

e Existe mayor libertad de movimiento

e Disminuye la necesidad de transfusiones

e Mejor calidad de vida.

1.2.1 Complicaciones

La principal desventaja de la DPCA es la alta tasa de infecciones (Guias de Practica
Clinica en Didlisis Peritoneal, 2006) 147, Las complicaciones que se presentan en

las dos modalidades de dialisis se describen el en el cuadro 5.




Cuadro 5. Complicaciones observadas en las dos modalidades de dialisis 1% 116,

Dialisis peritoneal Hemodialisis

Infeccion de sitio de salida del catéter y | Retencidn hidrica

peritonitis

Sobrecarga hidrica Descontrol hipertensivo
Complicaciéon mecanica del catéter de dialisis | Hipercalcemia

Infeccidn del tunel del catéter Enfermedad vascular cerebral
Infecciones respiratorias Infecciones respiratorias
Desequilibrio hidroelectrolitico Disfuncion del acceso vascular
Cardiacas Cardiacas

La infeccion del sitio de salida (SS) del catéter y la peritonitis son las complicaciones
mas frecuentes secundarias a la técnica de DPCA? 16 | os factores que
comunmente estan asociados son las malas condiciones higiénicas, la microbiota

normal del paciente, desinfectantes contaminados o por la contaminacién ambiental
59

1.2.1.1 Infeccidén del sitio de salida

En la zona del orificio del catéter de DPCA se produce una respuesta inflamatoria
alrededor del orificio caracterizada por eritema, exudado, descamacion y dolor.
Ocurre en 0.6 a 0.7 de casos de didlisis peritoneal al afio y son responsables del 30
al 40 % de las pérdidas de los catéteres'®%; asi mismo son causa de alrededor del
20 % de las peritonitis > 118, Sin embargo, se ha estimado que la mitad de los
pacientes en DPCA no desarrollaran infeccion del orificio de salida en los primeros

2 afios posterior a la colocacion del catéter 8.

Ante la evidencia de proceso infeccioso en el SS se realiza un frotis con tincién de
Gram y cultivo. La deteccion de leucocitos en el Gram es sefial de inflamacién

secundaria a infeccion 116,

1.2.1.2 Peritonitis

La peritonitis es de las complicaciones mas graves, Cuyos mecanismos son

contaminacion del catéter, infecciéon del SS o del tunel cutdneo del catéter,
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traslocacion bacteriana gastrointestinal y bacteremia %4, Este proceso se presenta
en el 47.6 % de los casos de infecciones ? y causa de muerte del 5 -7 % de la
poblacion sometida a tratamiento con DPCA 164165, Mas del 25 % de los pacientes
con peritonitis recurrente abandonan el programa, por lo que es la principal causa

de transferencia a hemodialisis 2.

El diagnostico se establece por la presencia de dos o mas de los siguientes signos
y sintomas: inflamacién e irritacion peritoneal, dolor abdominal difuso, fiebre mayor
de 37.5° C, nauseas, vomito, diarrea y turbidez del liquido dializado. El andlisis del
dializado es muy util para confirmar si el paciente padece peritonitis, se evalla:
apariencia, color, si hay celularidad de leucocitos > 100 cel/mm3® o
polimorfonucleares (PMN) > 50 %. Ademas, se le realiza tincion de gram y cultivo

en diferentes medios para la deteccion de los microorganismos 2.

1.2.1.3 Agentes etioldgicos

Las bacterias son los agentes etiolégicos mas frecuentes (70-90 %) causantes de
infecciones del SS y de peritonitis, en los pacientes que reciben tratamiento con
DPCA, donde aproximadamente 50 - 60 % de los episodios son causados por

bacterias gram-positivas y 20 - 30 % por bacterias gram-negativas 2.

En las infecciones del SS, Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp. son los
principales agentes etiolégicos, mas del 50% de las infecciones son producidas por
S. aureus, provenientes de los orificios nasales de los individuos portadores
asintomaticos 6. En cambio, Staphylococcus epidermidis es el principal agente de
peritonitis (32 — 35 % de los casos) seguido de Staphylococcus aureus (4 — 22 % de

los casos) 2 °,

Las peritonitis fungicas se presentan en el 3 — 15 % de los episodios °3 104 son
menos frecuentes que las bacterianas, sin embargo, estan asociadas con una alta
morbilidad, la imposibilidad de continuar en el programa de dialisis y con un
importante indice de mortalidad ©2.
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El 70 - 90 % de los casos son causadas por especies del género Candida 1%,

principalmente Candida parapsilosis, seguido por C. albicans y C. tropicalis 6% 159,

1.3 Aspectos generales de las especies de Candida

Las especies de Candida son microorganismos aerobios, de forma globosa, ovoide,
rectangular y cilindrica. De tamafio variable entre 3 - 6 ym. Generalmente son
unicelulares y algunas forman pseudohifas, estructuras conformadas por la unién
de varias células sin separarse de la inicial, o hifas, producidas a partir de una
extension de la célula madre, llamada tubo germinativo, el cual crece de forma
apical y forma septos. La mayoria de las especies crecen en medios de cultivo con
pH entre 5.5y 6.5, a 20 - 37 °C %,

De acuerdo con diversos autores se han descrito de 150 a 200 especies incluidas
en el género Candida, de las cuales 20 especies han sido implicadas en infecciones
clinicas, donde 4 son las mas comunes (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y

C. tropicalis), la frecuencia varia y depende de la forma clinica y region geografica
19, 23, 48, 120, 139_

Candida spp. se localizan en diferentes regiones anatémicas del humano formando
parte de la microbiota de las mucosas del tracto intestinal (50 a 70 %), boca (30 a
50 %), vagina (5 a 30 %) y de la piel (4 a 7 %). Sin embargo, el personal de salud
ha presentado incremento en el numero de levaduras en las manos, por ejemplo,

en el personal médico 20 % y en el de enfermeria hasta 80 % *°.

1.3.1 Especies de Candida causantes de infecciones en pacientes
sometidos a DPCA.

En esta seccion se describiran las caracteristicas relevantes de las especies

identificadas en este trabajo.

Las infecciones fungicas asociadas a pacientes sometido a DPCA, principalmente
en la peritonitis, alrededor del 10% de los pacientes presentaron peor pronostico. El

40% de los pacientes con peritonitis fangica (PF) presentan falla en la técnica y
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como consecuencia pasaron a hemodialisis. La mortalidad es mayor (5-40%), en

comparacion con las infecciones bacterianas .

Los factores predisponentes asociados son: altas concentraciones de glucosa en el
dializado, el tratamiento antibidtico prolongado, diabetes mellitus, perforaciones
intestinales, tratamiento esteroideo y enfermedades malignas. EI factor

sobresaliente en 60-70 % de los casos fue el tratamiento previo con antibiéticos 2.

Candida albicans y C. parapsilosis, han sido las 2 especies mas comunes y
relacionadas a PF, debido a su ubicacion anatémica como saprobios en el sistema

digestivo, genitourinario y en la piel 8.

1.3.1.1 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis es un complejo conformado por tres especies: Candida
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, identificadas por
técnicas moleculares. Esta especie forma parte de la biota de la piel, ufias de las
manos y ocasionalmente de mucosas; se ha relacionado a infecciones adquiridas a
través de las manos y de ambientes hospitalarios, aislado de catéter intravascular y

de lineas de nutricién parenteral, entre otros dispositivos médicos 37 48 157,

En Latinoamérica, esta especie causa infeccion en todos los rangos de edad,
incluyendo neonatos, grupo que es el mas afectado en Estados Unidos, Chile y
Reino Unido 3860163 En |a Gltima década C. parapsilosis se le ha considerado como
un importante patégeno emergente, asociado a un amplio espectro de formas
clinicas de candidosis %7 163, Diversos autores han reportado que es la principal
especie causante de PF favorecida por el elevado contenido de glucosa del
dializado y la implantacion del catéter que constituyen importantes factores que
predisponen a los pacientes con dialisis peritoneal a peritonitis por C. parapsilosis,
ya que se adhieren facilmente a la superficie de los catéteres con extensa formacion

de biopeliculas 162 163,
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1.3.1.2 Candida albicans

Esta especie forma parte de la biota de las mucosas del tracto digestivo y
genitourinario 23 % 136 Desde finales del siglo XIX, C. albicans ha sido la principal
especie causante de candidosis, tanto superficial como invasiva; a pesar de que, en
las dos ultimas décadas, la prevalencia de infecciones causadas por especies no
albicans ha aumentado, independientemente del entorno clinico y la ubicacién

geografica 1 %,

Candida albicans se ha considerado clasicamente la especie predominante
causante de PF en pacientes tratados con DPCA, aunque en los ultimos afios C.
parapsilosis ha sido implicado en ocasiones en igual o mayor proporcién 2. En
paises como Argentina, Reino Unido, C. albicans ocupa el primer lugar como agente

causal de PF asociada a DPCA en el 40 — 60 % de los casos 47 137,

1.3.1.3 Candida tropicalis

Especie considerada agente etiolégico importante de candidosis invasiva en
pacientes hospitalizados en las unidades de cuidados intensivos, principalmente en
los que requieren cateterismo prolongado, que reciben antibiéticos de amplio
espectro o con cancer especialmente con leucemia, neutropenia y en trasplante de

células madre 48 84,

En la Ultima década C. tropicalis esta entre las tres especies mas frecuentemente
aisladas de pacientes con PF asociada a DPCA, junto a C. albicans y C.
parapsilosis. En México, EUA, Canada y en algunos paises europeos, como Grecia
y Eslovenia se han relacionado en el 10 - 11 % de las PF 15 20.66,86,104 '|ncluso existe
reporte de brote de PF por C. tropicalis en pacientes con DPI en un hospital general
de Hong Kong 172,

1.3.1.4 Candida lusitaniae

Las publicaciones en las bases de datos han relacionado a C. lusitaniae como

causante de diferentes formas clinicas como septicemia, endocarditis valvular
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protésica y en pacientes inmunocomprometidos. Candida lusitaniae se confunde
con C. parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae; sin embargo, puede diferenciarse

por pruebas bioquimicas, ya que C. lusitaniae asimila y fermenta la celobiolsa 3¢ 73.

Candida lusitaniae es un patégeno emergente de fungemias y otras formas clinicas.
Merz1%4, reporté que esta especie representa menos del 1 % de los aislamientos de
diferentes especimenes. En el 86 % de los pacientes, los hemocultivos son
positivos. La mortalidad se ha reportado en el 78 % de los pacientes con infecciones
por esta especie. Raramente se ha asociado con peritonitis; solo hay cinco informes
de casos de peritonitis por C. lusitaniae en pacientes tratados con DPCA 20. 36,64, 73,

1.3.1.5 Candida pelliculosa

Es una levadura encontrada con frecuencia en varias frutas, exudados de arboles,
suelo, vegetales y otros compuestos organicos. Algunos autores han descrito casos

clinicos de fungemia nosocomial en pacientes inmunocomprometidos 5.

Es una especie que deberia agregarse a la lista de hongos patégenos que son cada
vez mas importantes no solo en pacientes con enfermedad inmunosupresora
subyacente, sino también en pacientes con enfermedad quirargica grave. La
mayoria de los casos en los que ha sido aislado este agente estan relacionados con
la presencia de catéteres venosos centrales y periféricos!!, ocasionalmente existen
reportes de peritonitis causada por C. pelliculosa, sin embargo, no se tienen datos
de aislamientos a partir de pacientes con peritonitis relacionada a DPCA, solo

aislamientos de casos de candidemias 1.

1.3.2 Factores de virulencia de las especies de Candida

El oportunismo de los microorganismos se ve favorecido si el huésped presenta uno
o varios factores de riesgo, como el uso de antibidticos de amplio espectro,
esteroides, citotoxicos, etc., asi como la presencia de enfermedades hematoldgicas,
metabdlicas como la diabetes mellitus, con inmunodeficiencias primarias o
adquiridas, trasplantes, con cateterismo o nutricion parenteral etc.%0. Estos factores

asociados al hospedero no son suficientes para que la enfermedad se establezca;
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si no que la colonizacion puede llevar al desarrollo del hongo, gracias a los factores
de virulencia que posee. Estos factores son mecanismos y/o moléculas producidas
por el hongo, expresados durante el establecimiento de la infeccion, que lo

favorecen para evadir al sistema inmune y diseminarse en el hospedero 162,

Candida albicans es la especie que mas ha sido estudiada, se ha descrito que es
capaz de colonizar el huésped, ocasiona dafio de forma directa, al activar, resistir o
desviar los mecanismos de defensa del mismo; sus principales factores de
virulencia son: dimorfismo, cambio de fenotipo, expresion diferencial de genes en
respuesta al ambiente, sintesis de adhesinas, secrecion enzimética y su capacidad

para formar biopeliculas (cuadro 6) 24 17°,
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Cuadro 6. Factores de Virulencia de Candida albicans

Factor de | Definicion Descripcion Referencia
virulencia
Dimorfismo | Capacidad de existir en dos formas | La forma de levadura es util para facilitar la diseminacién del | (Staniszewska M, et al.
morfoldgicas: blastoconidios vy | hongo en el torrente sanguineo al adherirse de forma significativa | 2012)
pseudohifas o hifas. a las células endoteliales, mientras que la hifa es responsable de la | (Jacobsen ID, et al. 2012)
invasion celular. (Lim CSY, et al. 2012)
Cambio Fenémeno de inestabilidad |e Formacion de colonias rugosas mediante la aplicacion de luz | (Trevifio-Rangel RJ, et al.
fenotipico | fenotipica especifica que permite a UV a baja frecuencia; y reversiéon del fenotipo a colonias | 2012)
la levadura cambiar su expresiéon cremosas con la aplicacion de una frecuencia mayor. (Yang Yun, 2003)
fenotipica. e Cambio de colonias blancas, lisas, con células ovoides o | (Calderone et al. 2001)
redondas a colonias planas, grises y opacas, con células
alargadas. La expresion de genes en cada fenotipo varia, SAP2,
EFG1 y WH11 son especificos del fenotipo blanco, asi como
SAP1 Y SAP3 del fenotipo gris.
Sintesis de | Sintesis de biomoléculas que | ALS: Median la unién a diversos sustratos del hospedero, por | (Castrillon R, et al. 2005)
adhesinas participan en la adherencia o | ejemplo, ALS 1, 3 (expresadas en las hifas) y 5 promueven la unién | (Lim CSY, et al. 2012)
anclaje de Candida a las células del | a células epiteliales orales. (Calderone et al. 2001)
hospedero o a otras superficies. Hwpl: Se expresa en las hifas, facilita su adherencia a las células
Algunas adhesinas de importancia | epiteliales orales.
son las proteinas de secuencia tipo | Eapl: interviene en la unién a poliestireno; Mp65 es una proteina
aglutinina (ALS), la proteina 1 de la | que favorece la adherencia al plastico.
pared de la hifa (Hwpl), la de
adherencia aumentada a
poliestireno (Eap1).
Secrecion Sintesis y secrecion de enzimas | SAPs: se han descrito 10 tipos (SAP1 — SA10); hidrolizan proteinas | (Naglik J, et al. 2004)
enzimatica | degradativas; existen dos grandes | del hospedero (colageno, laminina, fibronectina, mucina, | (De la Calle RN, et al

familias: las aspartil proteinasas
(SAPs) y las fosfolipasas (PL).

lactoferrina e inmunoglobulinas).

PL: se han identificado aquellas codificadas por PLA, PLB, PLC y
PLD, siendo PLB1 necesaria para la virulencia e invasion, hidroliza
las uniones de éster de glicerofosfolipidos de la membrana celular
del hospedero.

2012)
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1.4 Biopeliculas

Los microorganismos en la naturaleza desarrollan biopeliculas como estrategia de
supervivencia y tolerancia al microambiente; es la forma que predomina mas que la
forma planctonica. Las biopeliculas son comunidades microbianas adheridas a una
superficie y cubiertas por una sustancia polimérica extracelular (SPE) autoproducida
y muestran un fenotipo diferente al de las células plancténicas ' 3. La expresion
de genes también cambia durante este proceso, Chandra et al.3?, observaron que
el perfil de expresion de genes en C. albicans pertenecientes a la familia ALS, que
codifican proteinas implicadas en su adhesion, mostré una expresioén diferencial con

genes adicionales en la biopelicula.

La formacion de biopeliculas en la superficie de los catéteres esta asociada con
diferentes manifestaciones clinicas de infecciones producidas por Candida spp., ya
gue son superficies adecuadas para la adhesion y el posterior anclaje de las
biopeliculas; estas estructuras causan la falla del catéter y en el tratamiento
antifangico, debido a la mayor resistencia al farmaco y disminucion en la respuesta

inmune del hospedero 9 140,

Diversos autores han estudiado la capacidad de formar biopeliculas por las
diferentes especies de Candida. En C. albicans se ha demostrado la alta capacidad
para formar biopeliculas, seguida de C. tropicalis y C. parapsilosis % 173, Otros
autores han considerado que existe variacion en la capacidad de formacion de

biopeliculas, de tal manera que C. tropicalis ha sido la mayor productora 108,

1.4.1 Componentes de las biopeliculas

Las biopeliculas son estructuras heterogéneas, las cuales constan de 3

componentes 32 51

1) Superficie: es el sustrato donde se anclaran las células y puede inducir el
desarrollo de una u otra forma morfoldgica de la levadura (blastoconidio / hifa)
32, 53_

2) Microorganismos: el desarrollo de la biopelicula depende de los mecanismos,

y factores de virulencia de los microorganismos que la forman. Un ejemplo que
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3)

demuestra este hecho es el dimorfismo de C. albicans, el cual es un evento
critico para la formacion exitosa de la biopelicula; aunque no es un requisito
absoluto, ya que los conidios y las hifas son formas morfolégicas por separado
capaces de generarlas, sin embargo, podria ser necesario para el desarrollo de
la estructura fuertemente organizada 32 %3, Esto fue demostrado por Baillie GS,
et al; compararon las biopeliculas formadas por cepas de C. albicans de tipo
salvaje con las formadas por dos mutantes morfolégicos: uno incapaz de crecer
como levaduras (levadura-negativa) y otro incapaz de desarrollar hifas (hifa-
negativa)l®. La estructura general de las biopeliculas de C. albicans de tipo
salvaje consistian en dos capas: una region delgada y basal de levaduras
densamente empaquetadas y una capa de hifas mas gruesa. El mutante hifa-
negativo produjo solo la capa basal de levaduras, mientras que el mutante
levadura-negativa formé una pelicula de hifas.

Las biopeliculas del mutante levadura-negativa se dispersaron mas facilmente
que las otras cepas, lo que indica que la capa basal de levadura tiene una funcién
importante en el anclaje de la biopelicula a la superficie®®.

Ademas, puede haber interacciones de mas de dos microorganismos; se ha
demostrado el antagonismo entre bacterias y hongos dentro de una biopelicula
en las que se ha observado una amplia variedad de moléculas secretadas que
participan en la modulacién de la composicion de la biopelicula 2.

Sustancia polimérica extracelular: La SPE es uno de los componentes mas
distintivos de una biopelicula microbiana, se ha sugerido que corresponde al 75
— 80 % de la masa de la biopelicula; su composicion varia segun los
microorganismos presentes, por ejemplo, en C. albicans, el azucar principal es
la glucosay en C. tropicalis es hexosamina 2°; asi como de factores ambientales.
Las macromoléculas que forman parte de la SPE de C. albicans, incluyen

proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Componentes de la sustancia polimérica extracelular de Candida albicans.

Macromolécula Referencia
Proteinas Enzimas (Al-Fattani MA, y Douglas LJ,
2006) (Zarnowski et al. 2014)
Carbohidratos Monosacaridos: Arabinosa, manosa, | (NettJ, et al. 2007) (Douglas LJ,
glucosa y xilosa. 2003) (Zarnowski et al. 2014)

Polisacaridos: B-1,3 glucano, B-1,6 glucano,
a-1,6 mananas.

Lipidos Glicerolipidos: acidos grasos libres (acido | (Zarnowski et al. 2014)
oleico, acido linoleico, acido palmitico, | (Douglas LJ, 2003)

acido estearico, acido palmitoleico, acido
miristico), triacilgliceroles y
fosfatidiletanolaminas.

Esfingolipidos

Ergosterol
Acidos nucleicos | ADN extracelular: Secuencias aleatorias no | (Douglas LJ, 2003) (Zarnowski
codificantes. et al. 2014)

Cada uno de los componentes de las SPE juega un papel en la biopelicula. Se ha
demostrado el papel de algunas en la adhesion a superficies, integridad estructural,
proteccion contra amenazas externas, sefializacion y activacion enzimatica; el mas
relevante es la resistencia a antifungicos, la cual se ha relacionado con la union del
farmaco a los componentes de la matriz. Para C. albicans, se ha demostrado que
tanto el polisacarido de matriz, $-1,3 glucano, como el ADN extracelular contribuyen
al mecanismo de resistencia a los farmacos, el 3-1,3 glucano se correlaciona con la
capacidad de la matriz para evitar su penetracion; aungue no se ha confirmado una
union entre estos, hay datos que respaldan una interaccion fisica o secuestro del

antifungico 32 119, 174,

1.4.2 Formacion y desarrollo de biopeliculas

De las especies mas estudiadas sobre la formacion de biopeliculas ha sido C.
albicans, donde se ha evidenciado que el proceso se lleva a cabo de manera

organizada, continua y se desarrolla en cuatro fases (Figura 5)2° 32108,

1) Adhesién: Los blastoconidios de C. albicans, al detectar las condiciones

favorables, inician el contacto con la superficie (90 minutos) 2.
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2) Agregacion y sintesis de SPE: Los blastoconidios adheridos comienzan una
etapa de crecimiento exponencial, seguido de la formacion de tubos germinales
y formacion de microcolonias (11 a 30h); debido a la agregacion se observan
mas gruesas. Al mismo tiempo, aumenta el nUmero de sefiales locales que
inducen la activacion de genes involucrados en la produccién de la SPE 29 3251,

3) Maduracion: En C. albicans a las 38 a 72 h se observa una densa red de
levaduras, hifas y/o pseudohifas, recubiertas por SPE, fendbmeno que hace
alusion a las comunidades microbianas complejas, con heterogeneidad
estructural y funcional 32.

4) Dispersion: A medida que la biopelicula envejece, las células adheridas, deben
separarse y dispersarse de la biopelicula, para sobrevivir y colonizar nuevas
superficies. Las células hijas son las que principalmente se desprenden. El
proceso ocurre de manera discreta como resultado de factores como: los niveles
de nutrientes, por eliminacidn continua de pequefias porciones de la biopelicula
debido a los efectos de flujo, la presencia de sustancias quimicas en el ambiente,
o por las propiedades superficiales de las células y/o del sustrato 5% %2,
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Figura 5. Fases de la formacion de una biopelicula. 1) Adhesién 2) Agregacion 3) Maduracion 4)
Dispersion. Tomado y modificado de Dirckx Peg y Davies David, 2003. Center for Biofilm
Energeering Montana State University.
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La mayoria de las especies de Candida spp. causantes de infeccion son capaces

de formar biopeliculas, estas incluyen a C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata y

C. krusei. Las caracteristicas de las biopeliculas formadas por las especies de

Candida no albicans incluidas en este estudio se resumen en el cuadro 8 88.

Cuadro 8. Caracteristicas de las biopeliculas formadas por algunas especies de Candida.

Especie

Descripcidn general

Componentes de la
SPE

Referencia

C. parapsilosis

En general, las tres especies del
complejo son capaces de producirlas.
Siendo su topografia de superficie
muy similares entre si y conformada
por conglomerados de blastoconidios
dispuestos irregularmente.

Genera cuantitativamente menos
biopelicula y de menor complejidad
que C. albicans.

Altas  cantidades
de carbohidratos y
pequefas
cantidades de
proteinas.

(Trevifio-Rangel
RJ, et al. 2012)
(Kojic EM. vy
Darouiche  RO.
2004) (Kuhn MD,
et al. 2002)

C. tropicalis

En las dltimas dos décadas se
publicaron algunos articulos sobre la
capacidad con alto potencial de
formacion de biopeliculas por esta
especie. La biopelicula madura
consiste  en una densa red
heterogénea de levadura, pseudohifas
e hifas.

Principalmente

hexosamina

(27.4%), con
cantidades  mas
pequefias de

carbohidratos
(3.3%, incluyendo
0.5% de glucosa) y
proteinas (3.3%).

(Al-Fattani M, vy
Douglas L. 2006)
(Bizerra FC, et al.
2008)
(Kuhn MD, et al.
2002)

C. lusitaniae

Recientemente se ha demostrado que
tiene un alto potencial para formacion
de biopeliculas; estructuralmente son
de menor complejidad que las de C.
albicans, con una menor densidad.
Ademads, se ha comprobado el
aumento en las CMI a agentes
antifangicos (Caspofungina,
micafungina  anidulafungina) en
comparacion con las células en estado
plancténico.

No han sido

descritos

(Simitsopoulou
M, et al. 2013)
(Pannanusorn S,
et al. 2013)

C. pelliculosa

Los estudios sobre C. pelliculosa son
escasos; se ha observado que si es
capaz de formar biopeliculas, incluso
ha sido clasificada como fuerte
formadora.

No han sido

descritos

(Pannanusorn S,
et al. 2013)
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1.5 Diagnostico y métodos para la identificacion de Candida spp.

El diagnostico de candidosis se basa en la identificacion de la especie causal.
Inicialmente la muestra es recolectada asépticamente; la recoleccion y transporte
varia de acuerdo con el espécimen, cada uno debe estar bien rotulado con los datos

del paciente.

Para aumentar la probabilidad de observacion y aislamiento de las levaduras, se
utiliza centrifugacion de las muestras de material liquido, con la finalidad de

concentrar las células.
La identificacion de las levaduras se realiza por métodos.

e Fenotipicos: por los criterios morfol6gicos., enzimaticos y bioquimicos!? 23 157.

162

e Genotipico: Por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR), PCR-RFLP y
secuenciacion 160 171,

e Inmunoldgicos.

Para fines de este trabajo, solo se describiran los criterios para la identificacion

fenotipica.

1.5.1 Identificacién fenotipica

1.5.1.1 Criterios morfolégicos macroscoépicos

Los pardmetros a considerar son el aspecto de las colonias en agar dextrosa
Sabouraud (ADS) (BD Bioxon), a 28 - 35 °C, después de 48 a 72 horas. En general
las especies de Candida crecen facilmente en medios de cultivo usados
rutinariamente en el laboratorio microbiologico (agar sangre y agar chocolate), los
cuales son medios de aislamiento primario por excelencia. En ADS, las colonias
suelen ser limitadas, ligeramente elevadas o planas, de consistencia cremosa,
opacas, lisas y rugosas (Figura 6), de color blanco!? 23, En algunas especies se

observa un margen filamentoso como en C. tropicalis y C. albicans.
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Figura 6. Aspecto de las colonias de especies de Candida en ADS. A) Candida albicans (colonias
lisas),; B) Candida parapsilosis (morfotipo rugoso).

1.5.1.2 Criterios morfoldégicos microscopicos

Todas las especies de Candida se reproducen por blastoconidios; el tamafio de los
conidios fluctia entre 2 a 10 um de diametro. La forma puede ser globosa, ovoide y
cilindrica. Con la formacién de hifas y/o pseudohifas (Figura 7) a excepcion de C.

glabrata 23.

Figura 7. Pseudohifas de Candida parapsilosis en examen directo con azul de algoddn,
de crecimiento de 72 h en agar fécula de papa-zanahoria-Tween 80 al 1%.
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La formacién de tubo germinativo es una extensién tubular de la célula madre de
aproximadamente 5 a 15 um de largo, sin estrechamiento en su origen, cuyo ancho
suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o cuatro veces mayor
gue la célula madre (Figura 8). Sdlo C. albicans y C. dubliniensis son capaces de
producir tubos germinativos, sin embargo, otras especies como C. tropicalis pueden
producir pseudohifas precoces de aspecto similar a los tubos germinales, pero con

una zona de constriccion caracteristica °8 94. 107,

La prueba se realiza en suero humano o sueros con glucosa, glucosamina o sales
de amonio. Se incuban a 37° C durante 2 h. El agar Mueller-Hinton es otro medio
atil para la formacion de tubo germinativo con una sensibilidad superior al 90% y
una especificidad del 100 % 192 106 Para algunos autores es una prueba diferencial

entre C. albicans y C. dubliniensis de las demas especies 1.

Figura 8. Produccion de tubo germinativo por Candida albicans.

La formacion de pseudohifas, hifas y clamidoconidios constituye una caracteristica
morfolégica de gran importancia para la identificaciéon de algunas especies de

levaduras. La prueba se lleva a cabo en medios con bajo contenido de nutrientes,
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como agar-harina de maiz, agar harina de arroz o agar papa-zanahoria adicionados

con un tensoactivo (Tween 80 al 1 %), inoculados por el método de Dalmaul®’.

En el cuadro 9 se resumen las diferentes estructuras que presentan las especies
que fueron aisladas en este estudio. Todas las especies de Candida presentan
pseudohifas, con cumulos de blastoconidios en las constricciones, con excepcion
de C. glabrata. En C. albicans se observan hifas y clamidoconidios, terminales o
intercalares, sobre una hifa larga, que miden entre 10 y 12 um de diametro, con
membrana gruesa y en C. dubliniensis clamidoconidios abundantes, en racimos y

sobre una hifa corta 28 103,

Cuadro 9. Caracteristicas morfolégicas microscépicas de algunas especies de Candida 2875 151,162,

Especie Tubo germinativo Hifas o pseudohifas Clamidoconidios
C. parapsilosis Negativo Pseudohifas Negativo
C. albicans Positivo Hifas Positivo
C. tropicalis Negativo Pseudohifas/hifas Negativo
C. pelliculosa Negativo Pseudohifas Negativo
C. lusitanie Negativo Pseudohifas Negativo

1.5.1.3 Identificacién por pruebas bioquimicas

Estas pruebas se basan en la actividad metabdlica y enzimética de las levaduras,
ya que son organismos que degradan los nutrientes del medio exterior. Los estudios
de evaluacion sobre sustratos especificos han permitido definir el patron metabdlico
gue puede presentar una determinada especie, por ejemplo, C. lusitaniae puede ser
identificada erroneamente como C. parapsilosis 0 Sacharomyces cerevisiae, sin
embargo, puede diferenciarse por pruebas bioquimicas, ya que C. lusitaniae asimila

y fermenta la celobiosa 3.

Auxanograma: Basado en la asimilacion aerobia de diferentes substratos
(carbohidratos), la cual se detecta por el crecimiento visible y/o cambio del indicador
de color en el medio de cultivo. En la actualidad se han desarrollado diversos

métodos comerciales como el indice analitico de perfil (API), sistema API® 20 ¢
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AUX (BioMérieux) que es una galeria que proporciona un perfil bioquimico de las
levaduras a evaluar, basado en la asimilacion de 19 sustratos colocados por
separado en pozos que se inoculan con la levadura, la cual se reproduce solo si es
capaz de utilizar el sustrato correspondiente después de 48 - 72 h de incubacion a
30° C (Figura 9) % 22,
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Figura 9. Identificacién mediante sistema API® 20 C AUX (BioMérieux), correspondiente a
Candida parapsilosis (106TS) (codigo 6656175 id = 99.9 %).

El sistema Vitek® 2 (bioMerieux, Inc.), es un instrumento automatizado que integra:
la preparacién de la muestra, incubacién, lectura Optica y el estuche para la prueba,
o tarjeta, que contiene 47 pruebas bioquimicas fluorescentes, las cuales incluyen
asimilacion de carbohidratos, acidos organicos, deteccion de oxidasas Yy
arilamidasa. Una vez que se prepara y estandariza el inoculo, el sistema lleva a
cabo todas las tareas necesarias para completar la identificacion y las pruebas de

sensibilidad a algunos antifingicos en aproximadamente 18 h 16,

Diversos estudios han demostrado que se trata de un método confiable, simple y
efectivo para la identificacién de las principales especies de Candida, con una
concordancia del 98.3 % en comparacion con otros equipos: API® 20C AUX o API®
ID 32C 67,121,

Otros parametros Utiles para diferenciar las especies son el crecimiento en ADS
adicionado con cicloheximida y cloranfenicol (ADS-A); permite distinguir a especies
de Candida, de acuerdo a su sensibilidad-resistencia a la cicloheximida. Y los
medios de cultivo diferenciales disponibles comercialmente (CHROMagar

Candida® (Francia, Becton Dickinson)), los cuales estan basados en la actividad

e Vo
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enzimatica, debido que se les ha adicionado sustratos cromogénicos. Con este
medio se pueden identificar presuntivamente 3 de las especies, basada en la
coloracion de las colonias después de 24 — 48 h de incubacion a 37° C. El
fundamento es la reaccion entre un sustrato cromégeno (puesto en el medio) y
enzimas secretadas por las levaduras (hexosaminasa y fosfatasa alcalina) ° 161, De
esta forma se identifican solo por el color a C. albicans, C. tropicalis y C. krusei 13,
sin embargo, se han hecho estudios usando la guia de colores de Pantone®, en los
que se ha determinado el color o colores de algunas especies con una clave
especifica %% 12°, Sin embargo, muchos autores resaltan la importancia de
complementar esta identificacion con otras pruebas que permitan la confirmacion

de la especie (Cuadro 10) 100,175,

Cuadro 10. Caracteristicas de algunas especies de Candida: sensibilidad-resistencia a cicloheximida

y color en CHROMagar Candida®.

Especie Sensibilidad- CHROMagar® Candida 122129, 151,
resistencia a Color de las colonias Clave del color de la guia de colores
cicloheximida'* Pantone®
112.
C. albicans Resistente Verde esmeralda 3258 /338
C. parapsilosis Sensible Blanco / Rosa-palido 434 [ 435
C. tropicalis Resistente Azul oscuro-grisaceo 548 /549
/ metalico
C. pelliculosa Sensible Rosa/ lila 434
C. lusitanie Sensible Rosa/ lila 5135 /5155

1.6 Tratamiento de las complicaciones de la DPCA en pacientes con IRC

Generalmente, en las infecciones del SS y en la peritonitis se administran
antibacterianos de amplio espectro. Las infecciones peritoneales comiunmente son
recurrentes y los microorganismos causantes han creado resistencia al tratamiento,
el cual debe prolongarse hasta por 4 semanas. Las Guias de la Sociedad
Internacional de Dialisis Peritoneal recomiendan retirar el catéter en todos los
pacientes en quienes no se observe mejoria en los primeros 5 dias del tratamiento

116, 130 por otro lado, en la ultima década la Sociedad Espafiola de Nefrologia
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recomienda retirar el catéter peritoneal junto con la administracién de antifungicos
66

El tratamiento para la etiologia fangica se inicia hasta la evidencia del hongo
causante de la infeccidn; independientemente que se detectan estructuras

parasitarias fungicas en el frotis tefiido con Gram.

En México, los antifingicos en el tratamiento de las infecciones fungicas, asi como

la clasificacion y mecanismo de accion se muestran en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Mecanismo de accidn y clasificacion de antifungicos usados en el tratamiento de

peritonitis fungica ** 146,
ase ntifungico structura quimica ecanismo e
Cl Antif Estruct M d
accion
Polienos Anfotericina B oH Los polienos se
. OH -
liposomal O /ll I unen al ergosterol,
Anfotericina B "L\i , O OH OH O OH Q\\]( © | componente de la
. o - H P .
complejo I o membrana fungica.
lipidico "\iv‘c‘L‘ Esta unién genera
Ho“ ~y"You | la formacién de
i poros en la
membrana
alterando su
permeabilidad.
Triazoles de | Fluconazol My Inhibicién de Ia
§
primera y | Itraconazol n NN sintesis de
segunda Voriconazol @wa ergosterol al
generacion Posaconazol F ¢ Fluconazol interactuar con la
14 a-desmetilasa.
Voriconazol
NTy
N-%
- (o]
cl /?
@m O\)—\OQN/_\N NN
s 7/”N
g
Itraconazol

o]
E. F — - 7N o )\ o

)
M Posaconazol
<3
N
Equinocandinas | Caspofungina " oH A nivel de la pared
HO L inhibiendo la
N H .
H2N/\/‘\L N OH enzima 1,3-B D-
NS0 © o;\}}_OH glucano sintetasa,
) 0 0 E bloqueando la
HO ' ;
N sintesis de 1,3-B-D-
— WO OH glucano.
HN HO N o

Otros factores que influyen en el tratamiento de las peritonitis fingicas (PF) es la

formacion de biopeliculas en la superficie del catéter disminuyendo la penetracion
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de los antifungicos, de modo que los casos en los que se da tratamiento con estos
farmacos como primera medida, generalmente resulta fallido y como consecuencia

se presentan recidivas antes de retirar el catéter 18 66. 144,

1.7 Pruebas de sensibilidad antifungica

Ante la evidencia de que los pacientes con infecciones flngicas asociadas a
tratamiento de la IRC con DPCA presentan un mal prondstico y altas tasas de
mortalidad, principalmente por el fracaso de las terapias antifungicas, que
usualmente se debe a la aparicion de resistencia microbiana cambiando la
epidemiologia de las infecciones por hongos. Aunado a la disponibilidad de nuevos
antifangicos que ha brindado a los médicos mas opciones, aumentando el uso de

estos compuestos como tratamiento o profilaxis, empirico o preventivo 4.

El uso de las pruebas de sensibilidad antifingica se ha convertido en herramientas
esenciales para contar con una guia en el tratamiento oportuno de las infecciones

fingicas 14°.

Durante las dos Ultimas décadas, las pruebas de sensibilidad antifingica de
levaduras han incrementado su uso por la estandarizacion desarrollada por
instituciones internacionales: el Instituto de Estandarizacion de Laboratorios
Clinicos (CLSI, por sus siglas en inglés) y el Comité Europeo de pruebas de
Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST, por sus siglas en inglés). Las diferentes
técnicas se basan en los documentos M27-A3 y suplemento S4 del CLSI y
documento 7.1 de EUCAST 273,

Método de microdilucién en caldo

Este método se ha considerado como el estandar de oro o técnica de referencia del
CLSI. Esta indicado para valorar el perfil de sensibilidad a diferentes antifingicos
sobre las especies de Candida. Es un método cuantitativo, que consiste en la
preparacion de placas de microdilucion de 96 pozos, en las cuales se distribuyen
por columnas las diferentes concentraciones de los antifingicos, para

posteriormente ser inoculadas por filas las levaduras especificas 2.
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Los resultados obtenidos por los métodos descritos por el CLSI y EUCAST han

demostrado ser comparables y con una elevada reproducibilidad,
independientemente de las diferencias (Cuadro 12) 5. Ambas instituciones han
desarrollado puntos de corte, para definir la resistencia o sensibilidad. En el cuadro
13 se muestran los puntos de corte especificos de Candida spp. publicados en el

2012 por el subcomité del CLSI en el suplemento M27-S4 40 132,133, 149,

Cuadro 12. Diferencias entre el CLSI y EUCAST para la realizacion de pruebas de sensibilidad
4, 26, 39

antifangica en levaduras por microdilucién en caldo

CLSI M27-A3 EUCAST 7.1
Fondo de la Redonda Plana
placa
Medio RPMI 1640 con glucosa al 0.2 % RPMI 1640 con glucosa al 2.0 %
pH 701 7101

Concentracién
del inoculo

(1x 105— 5 x 105) UFC/mL

(1x 10°— 5 x 10°) UFC/mL

Concentracion
de
antifdngicos

Fluconazol: (0.125 — 64) ug /mL
Anfotericina B, itraconazol,
voriconazol, posaconazol y
caspofungina: (0.03 — 16) pug/mL

Anfotericina B: (0.03 — 16) ug/mL
Fluconazol: (0.125 — 64) pg /mL
Itraconazol y voriconazol: (0.015 —
8.0) pg/mL

Condiciones
de incubacidén

Caspofungina: 24 h
Anfotericina B, fluconazol: 24 —
48 h

Itraconazol, voriconazol,
posaconazol: 48 h

Todas a 35°C

24ha(35-37)°C

caspofungina: 50% de reduccién
en la turbidez comparada con la
del control de crecimiento
Anfotericina B: ausencia de
turbidez

Lectura Visual Espectrofotométrica a 405 nm
Lectura de Fluconazol, itraconazol, Fluconazol, itraconazol, voriconazol,
CMmI voriconazol, posaconazol, posaconazol, caspofungina: 50% de

reduccion en la turbidez comparada
con la del control de crecimiento
Anfotericina B: £ 90 % de reduccion
en la turbidez comparada con la del
control de crecimiento

Cepas control
de calidad

C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258

C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258
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Cuadro 13. Puntos de CMI (ug / mL) del documento CLSI M27-S4 40149, 126,

Especies de Candida Antifungico Punto de corte M27-54
S SDD R
C. albicans FLZ <20 4.0 28
VRZ <0.12 0.25-0.5 >1.0
CSF <£0.25 0.5 >1.0
C. glabrata FLZ -- <32 > 64
VRZ - - -
CSF <0.12 0.25 >20.5
C. krusei FLZ -- -- --
VRZ <0.5 1.0 220
CSF <0.25 0.5 21.0
C. parapsilosis FLZ <20 4.0 > 8.0
VRZ <0.12 0.25-0.5 21.0
CSF <20 4.0 28.0
C. tropicalis FLZ <20 4.0 >8.0
VRZ <0.12 0.25-0.5 21.0
CSF <0.25 0.5 >1.0
C. guilliermondii CSF <20 4.0 >8.0
FLZ = Fluconazol; VRZ = Voriconazol; CSF = Caspofungina; S = Sensible; SDD = Sensible a dosis
dependiente; R = Resistente.

Otros métodos

- Método de difusion en disco (documento M44-A): es un método cualitativo
basado en funcion del halo de inhibicién del crecimiento de la levadura,
producido por la difusion del antifingico en el medio de cultivo sélido. De las
limitaciones descritas, estan la mala difusion de los antifungicos en el agar, la
correlaciéon limitada con la clinica y que solo esta estandarizado para dos
antifingicos (fluconazol y voriconazol) 6.

- Comerciales: Dos métodos comerciales que presentan buena correlaciéon con
los métodos de referencia son E-test®, Sensititre® y Vitek2®. Estos pueden ser
manuales, semiautomaticos y automatizados, facilmente integrables y son
meétodos alternativos rentables para probar los agentes antifingicos in vitro
contra Candida, Cryptococcus y hongos filamentosos en laboratorios clinicos, ya
gue evaltan el perfil de sensibilidad en menor tiempo, pero con incremento en

Su costo.
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El método épsilon-test® (AB BioDisk, Solna, Sweden) aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) (1993), el cual consiste en la inoculacién del hongo
en la superficie del agar RPMI (Roswell Park Memorial Institute, por sus siglas
en ingles), seguido de la aplicacion de una tira plastica impregnada con un
gradiente de concentracion del antifungico, lo cual permite determinar la CMI. La
placa se incuba a 35 °C por 24-48 h, se genera una elipse de inhibicion que
permite obtener la CMI en el punto de interseccion entre el crecimiento del hongo
y la linea graduada de la tira 143,

Sensititre® YeastOne (TREK Diagnostic Systems) es el método comercial cuyo
formato es semejante a la microplaca del CLSI. La diferencia es la adicién de un
un indicador oxido-reduccién, Azul Alamar, que facilita la interpretacién de la CMI
debido al cambio de color en el medio, basado en la reduccién de la resazurina
(azul) a resorufin (rojo fluorescente) por Oxido-reductasas que se encuentran
principalmente en la mitocondria de células vivas 2.

Vitek2® (Biomerieux) es el método automatizado, utiliza una lectura
espectrofotométrica, lo cual facilita la lectura de la CMI. Los resultados de CMI

pueden obtenerse a partir de las 10 hasta las 26 horas de incubacién 158166,
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2 Antecedentes

A finales del siglo XIX, posterior a la introduccion de la DPCA como tratamiento de
la IRC y de que la peritonitis fuera considerada como una complicacion grave de la
terapia establecida. Este hecho inquietdé a diversos investigadores clinicos, los
cuales realizaron estudios acerca de los agentes causales, poniendo mayor énfasis
en las bacterias. El tema de los hongos como agentes causales de peritonitis data
de los afios 1980’s, padecimiento que ha ido en incremento. En el cuadro 14 se
muestra la revision realizada sobre los estudios publicados a lo largo de las dos

tltimas décadas, sobre peritonitis fungica en pacientes con IRC sometidos a DPCA.
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Cuadro 14. Peritonitis flingica en pacientes con IRC y DPCA durante los ultimos 20 aios.

. No. de .. Pacientes que
Referencia, lugar y No. de - . . . . Fallecimientos
eriodo acientes Comorbilidades Especies aislamientos Tratamiento n (%) reanudaron la
P P (%) ° DPCA n (%)
DM?2, tratamiento con Fluconazol,
Wong PN, et al. .2000' 7 antibidticos, edad C. parapsilosis 7 (100) anfotericina B. Retiro 1(14.2) 2 (28.5)
Hong Kong, China. .
avanzada. del catéter.
Manzano-Gayosso P, et al. DM2 e HTA C. albicans 3(20)
2003. i
CDMX, México, 1997 - 15 C. parapsilosis 3(20) Anfotericina B, Ninguno NE
2001 o fluconazol. Retiro del
C. tropicalis 2 (13) .
catéter.
C. glabrata 1(7)
C. guilliermondii 1(7)
Aspergillus fumigatus 3(20)
Acremonium sp. 2 (13)
Chen CM, et al. 2004. 21 DM2, tratamiento con C. parapsilosis 6(29)
Taichung, Taiwan1988 — antibidticos. C. albicans 3 (14)
2002. C alabrat 2(10) Anfotericina B,
- glabrata fluconazol. Retiro del
Candida sp. 3(14) catéter. 3(15) 1(5)
Trichosporon species 2 (10)
Madurella mycetomatis 2 (10)
Rhodotorula mucilaginosa 1(5)
Otros (no identificados) 2 (10)
Molina P, et al. 2005. Glomerulopatias, Candida sp. 7 (64) Fluconazol asociado 3
i fi C. albi 2 (18
Valencia, Espa.na, enero de 1 DM2, enferme(.:lad a /cqns. (18) S fluocitosina. Retiro 4(36.3) 1(9)
1993 a noviembre de vascular, tratamiento C. parapsilosis 1(9) .
L del catéter en el 55 %.
2003. con antibidticos. C. famata 1(9)
Das R, et al. 2006. DM2, tratamiento con C. albicans 8 (44)
Londres, Reino Unido, antibidticos. Candida spp. 7 (38)
diciembre de 1999 a . Fluconazol y
Saccharomyces cerevisiae 1(6 i
Septiembre de 2003. 18 4 (6) anfotericina B. 3(16.6) Ninguno
Byssochlamys fulva 1(6)
Pichia ohmeri 1(6)
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Referencia, lugary No. de Comorbilidades No. de L Pacientes que
. . . . . . . Fallecimientos
periodo pacientes Especies aisladas aislamientos Tratamiento n (%) reanudaron la
(%) ° DPCA n (%)
Chen KH, et al. 2006. 22 DM2, tratamiento con C. parapsilosis 9 (41)
Taiwan, 1990 — 2005. antibidticos, C. tropicalis 4 (18)
glomerulonefritis. C. albicans 3(14) Fluconazoly
anfotericina B. Retiro 1(4.5) 3(13.6)
C. famata 3(14) .
- del catéter.
Trichosporon cutaneum 2(9)
Trichosporon sp. 1(5)
Predari SC, et al. 8 HTA, DM2, C. albicans 5(62.5) Anfotericina By 5-
2007 tratamiento con . ilosi. 1(12. itocina. .
_ . nient C. parapsilosis (12.5) quocntoc'ma A7(87.5 Ninguno 3(42.8)
Buenos Aires, Argentina, antibidticos C. glabrata 1(12.5) %) pacientes se les
1981 - 2005. Neosartorya hiratsukae 1(12.5) retird el catéter.
Ram R, et al. 2008. 43 DM2, Candida. spp 15 (37)
1998 —2008. glomerulonefritis C. parapsilosis 8 (19)
crénica, HTA, Aspergillus flavus 6 (14)
C. albicans 3(7)
- Fluconazol,
Zygomycetes species 3(7) anfotericina B
C. tropicalis 2(5) protericina &, 26 (60.5) 1(2.3)
C alabrat 102) voriconazol. Retiro
ga rata - del catéter.
C. guilliermondi 1(2)
Trichosporon asahii 1(2)
Trichosporon mucoides 1(2)
Curvularia lunata 1(2)
Guclu E,et al. 2008. DM2, HTA, peritonitis .
. . . Fluconazol y retiro del
Turquia. 1 bacterianay Candida sake , .
I N catéter. Transferencia | - | = -
tratamiento con a HD
antibidticos. '
Garcia-Martos P, et al. 10 DM2, tratamiento con C. parapsilosis 4 (40) | |
2009. antibiéticos. C. albicans 2 (20) F Leonazo.
Cadiz, Espafia, 1999 — tropicali 1(1 voriconazoly
P C. tropicalis (10) anfotericina B. Retiro 4 (40) 2(22.2)
2008. C. glabrata 1(10) ,
del catéter en 9 de los
C. famata 1(10)
casos.
Fusarium oxysporum 1(10)
Liu SW, et al. 2009. 1 Voriconazol y retiro

Taiwan,

Lupus eritematoso.

Aspergillus sp.

del catéter.
Transferencia a HD.
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Referencia, lugary No. de Comorbilidades No. de - Pacientes que
. . . . . . . Fallecimientos
periodo pacientes Especies aisladas aislamientos Tratamiento o reanudaron la
(%) n (%) DPCA n (%)
C. albicans 13 (65)
Kumar KV et al. 2014. C. tropicalis 3(15) Fluconazol. Retiro del
Karnataka, India, 2005 — 20 DM2, edad avanzada C. parapsilosis 2 (10) catéter 4 (20) 12 (60)
2012. Rhizopus spp. 1(5)
Alternaria spp. 1(5)
Tath Emel et al. 2015. 1 HTA C guilliermondii | - FIuconaz'oI y |
transferencia a HD
HTA, peritonitis
Herrera MC, et al. 2016. 1 bacteriana previa, C parapsilosis | Fluconazoly | Transferencia a
Madrid, Espafia, 2014. tratamiento con transferencia a HD. DPA.
antibioticos
HTA grave,
colecistectomia,
Alvarez E, et al. 2017. 1 hernia, artrosis de Thermoascus crustaceus | —me Anfotericina B. Retiro | |
Chile, 2014. cadera y rodilla, del catéter.
tratamiento con
antibidticos.
C. albicans 15 (41.6)
C. tropicalis 8(22.2)
C. parapsilosis 2 (5.5)
C. glabrata 2 (5.5) Fluconazol,
RenukaprZaOSf;I ¥s, etal. DM2, HTA, nefritis A. flavus 3(8.3) caspofungina,
. ) intersticial crénica. A. terreus 1(2.7) voriconazol o >(13.8) >(138)
India (sur) 2010 — 2016. 36 - .
A. nidulans 2 (5.5) anfotericina B.
Penicillium 1(2.7)
F. solani 1(2.7)
Cladosporium 1(2.7)
San | PM. et al. 2018 Candida tropicalis 7 (47)
zrlgl\:;,nMé;iceo,GZ.Olz - 15 DMT2, HTA, edad C. para,z.)si/osis 4(27) NE NE NE
5013, avanzada. C. albicans 3 (20)
C. glabrata 1(7)

IRC = Insuficiencia renal crénica; DPCA = Dialisis peritoneal continua ambulatoria; NE = No especificado; DM2 = Diabetes mellitus tipo 2; HTA = Hipertensidn arterial; HD =

Hemodialisis.
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3 Planteamiento del problema

La enfermedad renal cronica (ERC) es un padecimiento considerado un problema
de salud publica a nivel mundial. Es una de las principales complicaciones en los
pacientes que cursan con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e hipertension arterial, que

son enfermedades crénico-degenerativas de elevada frecuencia en nuestro pais.

El 2 % de la poblacion adulta con ERC se encuentra en etapas terminales del
padecimiento que corresponde a la insuficiencia renal cronica (IRC), esto ha llevado
a que los pacientes tengan que ingresar a programas de sustitucion renal,
sobresaliendo la didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA). Las
complicaciones mas frecuentes relacionadas al catéter de DPCA son las infecciones
como la peritonitis, de las cuales el 20 % son secundarias a las infecciones en el
sitio de salida (SS), en general son mal diagnosticadas y por ende mal tratadas. Las
infecciones fangicas a este nivel son poco frecuentes (3 — 15 %), sin embargo, estan
asociadas con una alta morbilidad y con un importante indice de mortalidad, asi
como la imposibilidad de continuar en el programa de didlisis, ya que el tratamiento
incluye el retiro del catéter, por lo que es la primera causa de transferencia a
hemodialisis. Es comun que el médico clinico inicie con la primera linea de
administracion de antimicrobianos de amplio espectro, sin la evidencia del patégeno
en las infecciones peritoneales y en el sitio de salida del catéter. El tratamiento
antifangico se retrasa, debido al crecimiento lento de los hongos en el medio de
cultivo, el cual se indica ante la evidencia del hongo.

En las dos Ultimas décadas se ha observado que las peritonitis fungicas son
recurrentes y aumento en el uso prolongado de antifingicos; este evento ha
inducido mayor presion selectiva sobre algunas especies fungicas, lo que ha llevado
al desarrollado de resistencia, la cual se incrementa por la formacién de

biopeliculas.

El diagnostico temprano y la identificacion precisa de los microorganismos
causantes de la infeccion peritoneal y del SS, asi como el conocimiento de ciertos

factores de virulencia como la formacién de biopeliculas y el perfil de sensibilidad
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antifingica, son la base para la caracterizacion epidemiologica y la seleccion del
tratamiento oportuno, especifico y dirigido hacia la especie causal de la infeccion.
Bajo estas normas es probable que se incrementen las posibilidades de éxito para

preservar la funcion dialitica de la membrana peritoneal.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo general

e Conocer las especies de Candida causantes de infeccién en el sitio de
salida del catéter y de peritonitis en pacientes con ERC en etapa terminal,

en tratamiento con DPCA, en el periodo 2016 a 2018.

4.2 Objetivos particulares

e Aislar e identificar fenotipicamente a las especies de Candida causantes
de infecciones en el sitio de salida del catéter de pacientes con ERC en
etapa terminal y DPCA.

e Aislar e identificar fenotipicamente a las especies de Candida causantes
de peritonitis en pacientes con ERC en etapa terminal y DPCA.

e Determinar el patron de sensibilidad de seis antifungicos sobre los
aislados de Candida spp.

e Relacionar la actividad de los seis antifungicos y la especie de Candida.

e Evaluar la capacidad de formacion de biopeliculas de los aislados de
Candida spp.

e Relacionar la capacidad de formacion de biopeliculas y la especie de
Candida.




5 Metodologia

5.1 Material bioldgico

Estudio descriptivo, transversal, en el que se incluyeron 34 aislados levaduriformes,
obtenidos de muestras clinicas de liquido de dialisis (LD) (12) y exudado del sitio de
salida del catéter (SS) (22). Todos los pacientes cursaban con IRC y sometidos a
tratamiento de sustitucion renal (DPCA o hemodialisis (HD)) atendidos en el servicio
de Nefrologia del Hospital “Dr. Dario Fernandez Fierro” del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE). Del 1 de enero de
2016 al 31 de diciembre de 2018.

5.2 Toma de muestras y su procesamiento en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE.

Las muestras fueron tomadas por el personal de enfermeria y enviados en
condiciones estériles al laboratorio de Microbiologia del hospital para el aislamiento
e identificacion de los microorganismos (Figura 10). Una porcién del LD (8 — 10 mL)
se cultivé en frasco de hemocultivo; la otra se centrifugd y se cultivd el sedimento
en medio CHROMagar Candida®, agar dextrosa Sabouraud (ADS) y agar
chocolate. La incubaciéon del cultivo de todas las muestras se prolongé hasta 1

semana para asegurar el desarrollo de hongos de lento crecimiento.
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Muestras clinicas Cultivo a 37 °C por 24h - 1 semana etz e els

CHROMagar® Candida, ADS y
LD chocolate

— -
' \ Toma de liquido drenado Tincidon de
:/Pauentes \ con jeringa y aguja Gram
[ conIRCy | estériles. Frasco de hemocultivo e
| DPCAo ] incubado en sistema BD
‘\QD/' BACTEC™ .
SS ‘ Avar MacConkev. chocolat Sistema
gar MacConkey, chocolate y automatizado
Toma de exudado con sangre > CHROMagar® Vitek2®
hisdpo estéril y medio de Candida. :

transporte Stuart.

Figura 10. Diagrama general de la metodologia seguida en el procesamiento de las muestras en
el laboratorio de Microbiologia del Hospital “Dr. Dario Ferndndez Fierro”, ISSSTE.

Las levaduras aisladas fueron transportadas a la Unidad de Micologia,
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM,

para la realizacion de pruebas fenotipicas adicionales y estudio de sensibilidad a

antifangicos.

5.3 Pruebas fenotipicas para identificacion de los aislados levaduriformes
en la Unidad de Micologia del Departamento de Microbiologiay

parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM.

5.3.1 Identificacién por criterios enziméticos y bioquimicos.

Cada aislado levaduriforme se sembr6 en CHROMagar® Candida por estria de

agotamiento para obtener cultivos monosporicos y la identificacion presuntiva con

base en el color de las colonias.

El cultivo en agar dextrosa Sabouraud (ADS) se hizo para el mantenimiento y la

conservacion de las colonias. Los aislados fueron clasificados como sensibles o

microorganismos
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resistentes a cicloheximida de acuerdo a su desarrollo en medio ADS adicionado

con cicloheximida y cloranfenicol (ADS-A) (Figura 11).

Aislados
levaduriformes

Cultivo a 28 °C, 48 h

( | ADS = Mantenimiento y conservacion

Cultivo monospdrico en Identificacion de las colonias
presuntiva en

CHROMagar® Candida
CHROMagar®

37°C,48h Candida ADS-A > Clasificacién de los aislados : |
' sensibles o resistente a cicloheximida.

Figura 11. Diagrama general para la identificacidn fenotipica por criterios enzimaticos y
bioquimicos.

5.3.2 Identificacién por criterios microscépicos

Las pruebas incluyeron la produccion de pseudohifas, hifas y clamidoconidios, en
agar fécula de papa-zanahoria con Tween 80 al 1 %, mediante la técnica de Dalmau

89,112 y la formacion de tubo germinativo en agar Mueller Hinton 102 106 (Figura 12).

iteri lacié i .,
.Crlterllo.s Inoculacion Qe medio de Incubacion
microscépicos cultivo

Agar fécula de papa-
zanahoria con Tween 80 al
1% : dos lineas paralelas de

Produccion de

28 °C por 48 |

— pseudghlfas, .hl.fas Y lcm de largoy 1cm de h.
Cultivo de clamidoconidios separacién = Cubreobjetos -
24 hen estériles sobre las lineas. Observacion
< enel

ADS.
| —

microscopio

Agar Mieller Hinton:

estria en el centro de la 37 °C por
placa = Cubreobjetos 2 h.

estériles sobre estria. |

Formacion de
tubo
germinativo

Figura 12. Diagrama general para la identificacidn fenotipica por criterios microscépicos.
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5.4 Pruebas de sensibilidad antifungica por microdilucion en caldo M27-A3.

El estudio de sensibilidad a antifungicos se llevé a cabo por el método de

microdilucién para levaduras, estandarizado por el CLSI: documento M27 - A3. Se

evaluaron seis antifingicos: fluconazol (FLZ), voriconazol (VRZ), itraconazol (ITZ),

posaconazol (PSZ), anfotericina B (AMB) y caspofungina (CSF).

Preparacion de placas con los diferentes antifungicos.

A partir de soluciones madre se realizaron diluciones seriadas decrecientes de cada

uno de los antifungicos ejemplificadas en los cuadros 15y 16;

Los antifingicos se distribuyeron en las columnas de la microplaca, se colocaron

100 pL en los pozos de cada dilucion: la mayor concentracion en los pozos de la

columna no. 1y la dilucién de menor concentracion en los pozos de la columna no.

10. Los pozos de las columnas 11 y 12 se llenaron con caldo RPMI 1640,

correspondieron al control de crecimiento y control de esterilidad del medio,

respectivamente.

Cuadro 15. Diluciones de los antifungicos insolubles en agua: ITZ, VRZ, PSZ y AMB

Tubo | Concentracién | Solucién | Volumen Volumen Concentracion Concentracion
(ug/mL) inicial (mL) de solvente intermedia final después de
DMSO (mL) (ug/mL) diluir 1:100

(ng/mlL)

1 1600 1.0 - 1600 16

2 1600 Solucidn 0.5 0.5 800 8

3 1600 madre 0.5 1.5 400 4

4 1600 0.5 3.5 200 2

5 200 0.5 0.5 100 1

6 200 Tubo 4 0.5 1.5 50 0.5

7 200 0.5 3.5 25 0.25

8 25 0.5 0.5 12.5 0.125

9 25 Tubo 7 0.5 1.5 6.25 0.0625

10 25 0.5 3.5 3.125 0.03125
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Cuadro 16. Diluciones de los antiftingicos solubles en agua: FLZ y CSF

Tubo | Concentracién | Solucién | Volumen Volumen Concentracion Concentracion
(ng/mL) inicial (mL) de solvente intermedia final después de
RPMI (mL) (ug/mL) diluir 1:10 (ug/mL)
1 5120 Solucidn 1.0 7 640 64
madre
2 640 Tubo 1 1.0 1.0 320 32
3 640 1.0 3.0 160 16
4 160 Tubo 3 1.0 1.0 80 8
5 160 0.5 1.5 40 4
6 160 0.5 3.5 20 2
7 20 Tubo 6 1.0 1.0 10 1
8 20 0.5 1.5 5 0.5
9 20 0.5 3.5 2.5 0.25
10 2.5 Tubo 9 1.0 1.0 1.25 0.125
11 2.5 0.5 1.5 0.625 0.0625
12 2.5 0.5 3.5 0.3125 0.03125

Inoculacion de placas, lectura e interpretacion de resultados.

Las placas se inocularon como se indica en la figura 13: el inoculo resulté de una
dilucion 1:1000 de la suspension en solucion salina isotonica (SSI) de cada aislado

problema.

La lectura de las placas se realiz6 con un espejo invertido, para obtener la CMI que
es la concentracion mas baja del antifangico que produce una reduccion especifica
en el crecimiento de la levadura, comparada con el control de crecimiento, después
de 24 y 48 h de incubacién segun lo indicado en el método estandarizado. Cepas
control de calidad del método fueron C. parapsilosis ATCC 22019; C. krusei ATCC
6258.

Los puntos de corte se establecieron segun el suplemento S4 para CSF, FLZy VRZ
(cuadro 13). Los puntos de corte para ITZ, PSZ y AMB, asi como los de algunas
especies incluidas en este estudio: C. lusitanie y C. pelliculosa, no descritos en el

suplemento, se establecieron de acuerdo con diversos autores 6 1731 149,
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Suspension de
levadura
problema en SSI.

N

Dilucion
1:1000 en
caldo
RPMI

Cultivo |
de 24 h
en ADS

Concentracion
a 10° cél/mL.

Inoculacion de
placas (filas C-H)

" Lecturade

100 pL del ——

inoculo, de incubacion CMI, en espejo
cada aislado N invertido.
del pozo 1 a3s’c. Interpretacion

hasta el 11. de resultados.

Figura 13. Diagrama general para la inoculacién de placas y lectura

5.5 Evaluacion de laformacién de biopeliculas en microplacas y cristal

violeta.

Del crecimiento de 24 h en ADS, de cada uno de los aislados, se realiz6 cultivo en
tubos de 15 mL conteniendo caldo RPMI adicionado con 2% de glucosa, se

incubaron 24 h a 37 °C; posteriormente se elimino el sobrenadante y se hicieron tres

lavados con PBS (Figura 14).

Caldo RPMI
1640 con 2% de
glucosa.

Incubacion

~

-

37 °C por

3 colonias en

Cultivo de tubos con 24 hen
24 ha37 7mL de agitacion
°Cen ADS . allo
medio.
\________ rpm.

Suspension de
cada aislado
problema

Lavados con
PBS (3)
" Dilucion

Centrifugar a)
250ga4°C 1:100 en
por 5 RPMI con
minutos. Concentracion 2% de
a 108 cél/mL. glucosa a un
Resuspender volumen
el peleten5 final de
mL de PBS. | 1mL.

Figura 14. Diagrama general de la preparacién de microplacas para la prueba de formacién de
biopeliculas.

De la dilucién final ajustada a 108 cél/mL, se tomaron 200 uL para inocular las

microplacas de 96 pozos como se indica en el esquema de la figura 15. De cada
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aislado se inocularon tres pozos y un control de esterilidad. La microplaca se incubo

sin agitacion a 37 °C durante 90 minutos (Fase de adhesion).

T o m m Qo N wm >

Figura 15. Posicién de los aislados numerados del 1 al 11 en las microplacas. La columna de color
azul corresponde al control de esterilidad.

A cada pozo de cada placa se agregaron 200 uL de caldo RPMI. La placa se incub6
a 37 °C por 48h con agitacion de 75 rpm. Posteriormente se realizaron dos lavados
con 200 uL de PBS, y se fijé la biopelicula dejando secar a 35 °C durante 20 minutos.
En cada pozo se agregaron 110 uL de cristal violeta (CV). Después de 45 min se
hizo un lavado con PBS y se decoloré con 200 uL de etanol al 95 % durante 45
minutos. De la solucion fueron transferidos 100 uL a una nueva placa para su lectura
en espectrofotometro (CHROMATE® AWARENSS, TECHNOLOGY INC. USA) a

una longitud de onda de 595 nm. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

5.5.1 Interpretacion de los resultados

La clasificacion de todos los aislados por su capacidad de formacion de biopeliculas
se hizo siguiendo los criterios de Stepanovic et al. 154 Se calculé la media de la
densidad oOptica (DO) y la desviacion estandar (DS) de los controles negativos, para
establecer el punto de corte (DOc) como se indica a continuacion:

DOc = DOmedia de los controles negativos + 3(DS de los controles negativos)

49



La DO final de cada uno de los aislados se expresé como el valor de la DO medido

individualmente para cada aislado sustrayendo el valor de DOc:
DOfinal = DO de cada aislado — DOc

Finalmente, los lineamientos que se siguieron para la clasificacion fueron los

siguientes:

- No Formadoras: DO < DOc

- Formadores débiles: DOc < DO < 2DOc

- Formadores moderados: 2DOc < DO <4DOc
- Formadores fuertes: 4DOc < DO

5.6 Analisis estadistico

El andlisis de resultados se hizo mediante la obtencién de porcentajes y parametros
estadisticos media geométrica y desviacion estandar. El programa GraphPad prism
6.0 se utilizo en el procesamiento de datos para la clasificacion de los aislados por
su capacidad de formar biopeliculas, asi como en la prueba t de Student para
comparacién de la actividad de los antifingicos con mayor actividad. El valor de

significancia fue p < 0.05.
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6 Resultados

6.1 Microorganismos identificados en las muestras de liquido de dialisis
(LD) y sitio de salida (SS).

6.1.1 Microorganismos aislados de muestras de liquido de dialisis.

De las 334 muestras de LD procesadas, como control de esterilidad de LD (304) y
de pacientes con diagnadstico clinico de peritonitis (30); 39 (12%) fueron positivas

para bacterias y 10 (3%) para levaduras (figura 16A).

De las muestras que correspondieron a bacterias se aislé con mayor frecuencia
Staphylococcus epidermidis, seguido de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(figura 16B).

3%

W Staphylococcus
M Levaduras epidermidis
B Staphylococcus
M Bacterias aureus
Escherichia coli
Muestras
85% negativas

M otras

Figura 16. Microorganismos identificados en 334 muestras de LD procesadas durante el periodo
2016-2018. A) Porcentaje de los diferentes microorganismos detectados. B) Especies de
bacterias aisladas con mayor frecuencia en 38 muestras positivas para bacterias.

Las 10 muestras positivas para levaduras se aislaron de 9 pacientes, cuyo rango de
edad fue de 15 a 72 afios, con un promedio de 62. Cinco de los pacientes fueron
mujeres. La figura 17 muestra los datos demograficos y de comorbilidad de los 9
pacientes. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la hipertensién arterial (HTA) y la
administracion de antibidticos fueron los tres principales factores de riesgo

relacionados a los pacientes con IRC e infecciones fungicas.
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Todos los pacientes estaban en tratamiento con DPCA a través de la colocacion de
catéter TENCKOHFF, después de la peritonitis fangica, cinco (55.5 %) fueron
transferidos a hemodialisis tras el retiro del catéter y colocacion de catéter
MAHURKAR. Dos pacientes fallecieron (22.2 %).

= Mujeres (55.5%)

Choque séptico
Quimioterapia
Hepatoblastoma
Nefropatia diabética
HTA

DM2

Tx AB

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de pacientes

= Hombres (44.4%)

Figura 17. Datos demograficos y de comorbilidad de los 9 pacientes con peritonitis asociada a
DPCA, de quienes se obtuvieron los aislados levaduriformes. A) Porcentaje de mujeres/hombres.
B) Comorbilidades (HTA= Hipertensidn arterial; DM2 = Diabetes Mellitus tipo 2; Tx AB =
tratamiento con antibidticos).

De las 10 muestras se identificaron 12 aislados cuyas especies correspondieron al
género Candida. Dos muestras presentaron asociacién de dos morfotipos coloniales
diferentes de C. parapsilosis (liso y rugoso) (Figura 22B), observadas después de 2
semanas de incubacion a 28 °C. En la figura 18 presenta la distribucion de las

especies de Candida obtenidas de LD.
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Figura 18. Especies de Candida aisladas de muestras de liquido de didlisis. La barra
correspondiente a C. parapsilosis sefiala los dos morfotipos coloniales.

6.1.2 Microorganismos aislados de muestras de sitio de salida del catéter.

De 1,727 muestras procesadas del SS, 1,407 (81%) fueron positivas para
bacterias y 17 (1%) para levaduras (figura 19A).

Las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia fueron Staphylococcus

aureus, seguido de Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis (Figura 19B).

B Staphylococcus

aureus

M Levaduras . .
W Escherichia coli

M Bacterias m Staphylococcus
epidermidis
B Pseudomonas
| Muestcras aeruginosa
negativas
M otras

Figura 19. Microorganismos identificados en 1,727 muestras de SS procesadas durante el periodo
2016-2018. A) Porcentaje de los diferentes microorganismos detectados. B) Diferentes bacterias
identificadas.
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Las 17 muestras de SS positivas para levaduras se obtuvieron de 15 pacientes (13
en tratamiento con DPCA, uno con DPI y uno con HD). El rango de edad de los
pacientes fue de 44 a 77 afios, con un promedio de 61; y 8 de los cuales
correspondieron al género masculino. En la figura 20 se muestra los datos de
comorbilidad de los pacientes. La DM2 y la administracion de antibiéticos fueron los
principales factores de riesgo asociados a la IRC e infeccién fangica. De estos
pacientes, uno sometido a tratamiento con DPCA fue transferido a HD y el paciente
con HD fue transferido a DPCA. Un paciente fallecio (6.6 %).
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Figura 20. Datos demograficos y de comorbilidad de los 15 pacientes con IRC en tratamiento con
dialisis asociado a infeccién flngica en el sitio de salida del catéter. A) Porcentaje de
mujeres/hombres. B) Tipo de catéter en los pacientes seglin su tratamiento de sustitucién inicial
(DPCA = Dialisis peritoneal, DPI = Dialisis peritoneal intermitente y HD = Hemodialisis). C)
Comorbilidades (HTA = Hipertension arterial; DM2 = Diabetes Mellitus tipo 2; Tx AB = tratamiento
con antibidticos).
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De las 17 muestras procesadas de SS se identificaron 22 aislados. En dos de las
muestras se presentod la asociacion de dos especies diferentes, una de ellas
correspondio a la muestra de SS de catéter de HD (asociacion de C. albicans y C.
tropicalis) y la otra de DPI (asociacion de C. albicans y C. parapsilosis); en tres
muestras mas se presentd la asociacion de dos morfotipos distintos de C.
parapsilosis (liso y rugoso). En la figura 21 se muestra todos los aislados por especie
del género Candida. Todas las asociaciones se observaron aproximadamente

después de 2 semanas de incubacion (Figura 22).
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Figura 21. Especies de Candida aisladas de muestras de SS. La barra correspondiente a C.
parapsilosis sefiala los dos morfotipos de las colonias.
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Figura 22. A) Asociaciones de especies diferentes de Candida en medio CHROMagar®Candida.
B) Asociacién de dos morfotipos de C. parapsilosis (rugoso y liso).

En la figura 23 se presenta la tendencia por mes y afo, en el aislamiento de la
levadura causante de infeccion fungica asociada a dialisis en pacientes con IRC de
2016 a 2018. En los aislados de LD (n = 12) hubo variabilidad, especificamente
hubo un aumento en los meses de julio y noviembre, coincidiendo el incremento en
julio de 2017 y 2018, mientras que en noviembre, en 2016 y 2018 (Figura 23A). En
los aislados de SS (n = 22) se observé la tendencia en la segunda mitad de cada
afo, especificamente en los meses agosto a noviembre; fue evidente que en el 2017
se present6 un incremento de julio a agosto, con ligera caida en septiembre y un
aumento importante en octubre (figura 23B). En este periodo hubo predominio de
las especies C. albicans (siete de los 9 aislados: 3 en 2016, 2 en 2017 y 2 en 2018)
y C. tropicalis (tres de los 4 aislados: 1 en 2016 y 2 en 2018).
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Figura 23. Frecuencia de tiempo del nimero de aislados por mes y afio de 2016 a 2018. A)
Aislamiento de muestras de LD; B) Asilamiento de muestras de SS.

6.2 Identificacion fenotipica de los aislados levaduriformes

6.2.1 Criterios macroscOpicos, enzimaticos y bioquimicos

Las caracteristicas morfolégicas de las colonias obtenidas de LD y de SS en los
diferentes medios de cultivo: CHROMagar® Candida y ADS, se muestra en el

cuadro 17.
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Cuadro 17. Identificacion presuntiva y morfologia colonial de aislados obtenidos de LD y SS.

Aislados de LD

Aislado | Clave Caracteristicas de las colonias en medio CHROMagar® Candida Caracteristicas de las colonias en medio ADS
Textura Color Clave* | Identificacion presuntiva
1 122TS Lisa Rosa paélido 435C C. parapsilosis Cremosas, bien limitadas, de color blanco
2 123TS Lisa Rosa palido 435C C. parapsilosis Cremosas, bien limitadas, de color blanco
3 70LM Lisa Rosa pdlido 435C C. parapsilosis Cremosas, bien limitadas, de color blanco
4 71LM Lisa Rosa pdlido 435 C C. parapsilosis Cremosas, bien limitadas, de color blanco
5 29MGL Lisa Rosa pdlido 435C C. parapsilosis Cremosas, limitadas, opacas, de color blanco
6 29MGR Rugosa Rosa pdlido 434 C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco
7 36MG Lisa Purpura pélido 434 C C. pelliculosa Cremosas, bien limitadas, opacas, de color blanco
8 99LM Lisa Verde 338C C. albicans Cremosas, limitadas, opacas, de color blanco
9 160LML Lisa Rosa palido 435C C. parapsilosis colonias cremosas, limitadas, de color blanco
10 160LMR Rugosa Rosa paélido 434 C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco
11 284MG Lisa Azul metilico 308 C C. tropicalis Colonias cremosas, con margen filamentoso, opacas, de color
blanco
12 176MG Lisa Lila 5155 C | C. lusitaniae Colonias cremosas, limitadas, opacas, de color blanco
Aislados de muestras de SS
Aislado | Clave Caracteristicas de las colonias en medio CHROMagar® Candida Morfologia de las colonias en medio ADS
Textura Color Clave* | Identificacidn presuntiva

4TS Lisa Rosa pdlido 435C C. parapsilosis Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

2 83TS Lisa Azul metalico 308 C C. tropicalis Colonias cremosas, con margen filamentoso, opacas, de color
blanco

3 84TS Lisa Verde 359C C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco
4 105TS Lisa Verde 338C C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco
5 106TSR Rugosa Rosa pdlido 435C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco
6 106TSV Lisa Verde 338C C. albicans colonias cremosas, limitadas, opacas, de color blanco
7 141TS Lisa Verde 338C C. albicans colonias cremosas, bien limitadas, opacas, de color blanco
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Aislado | Clave Caracteristicas de las colonias en medio CHROMagar® Candida Morfologia de las colonias en medio ADS
Textura Color Clave* | Identificacion presuntiva

8 22LML Lisa Rosa palido 435C C. parapsilosis colonias cremosas, limitadas, opacas, de color blanco

9 22LMR Rugosa Rosa palido 435C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco

10 9LM Lisa Verde 338 C C. albicans Colonias cremosas, limitadas, de color blanco

11 92MG Lisa Rosa pdlido 435C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco

12 107LML Lisa Rosa padlido 435C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco

13 107MLR Rugosa Rosa paélido 435C C. parapsilosis Colonias cremosas, superficie mate, surcadas, de color blanco

14 123LM Lisa Verde 3258 C | C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

15 133LM Lisa Verde 338C C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

16 134LML Lisa Rosa palido 435C C. parapsilosis Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

17 134LMR Rugosa Rosa palido 435C C. parapsilosis Cremosas, superficie plegada, de color blanco

18 195MG Lisa Azul metilico 549 C C. tropicalis Colonias cremosas, con margen filamentoso, opacas, de color
blanco

19 174MG Lisa Azul metilico 549 C C. tropicalis Colonias cremosas, con margen filamentoso, opacas, de color
blanco

20 229MG Lisa Azul metilico 549 C C. tropicalis Colonias cremosas, con margen filamentoso, opacas, de color
blanco

21 182MG Lisa Verde 338C C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

22 175MG Lisa Verde 338C C. albicans Colonias cremosas, bien limitadas, de color blanco

*Clave correspondiente al color de la Guia de colores de Pantone®.
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Crecimiento en ADS con antibidtico y criterios microscépicos

La clasificacion sensible o resistente a la cicloheximida, de cada aislado obtenido
de LD y SS, asi como la produccion de hifas o pseudohifas, clamidoconidios y

produccion de tubo germinativo, se muestra en el cuadro 18.

Finalmente, de los aislados de LD fueron identificados cinco especies: C.
parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae y C. pelliculosa. De los de SS

se identificaron tres especies: C. parapsilosis, C. albicans y C. tropicalis.

Algunas de las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las diferentes

especies aisladas en este estudio se muestran en las figuras 24 y 25.
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Cuadro 18. Clasificacion frente a cicloheximida y caracteristicas microscopicas de los aislados obtenidos de LD y SS.

Aislados de muestras de LD

Aislado Clave Clasificacion frente Caracteristicas microscopicas
a cicloheximida Hifas o pseudohifas Clamidoconidios Tubo germinativo

1 122TS S Pseudohifas largas en disposicidn aracniforme Negativo Negativo
2 123TS S Pseudohifas en disposicidn aracniforme Negativo Negativo
3 70LM S Pseudohifas cortas Negativo Negativo
4 71LM S Pseudohifas cortas Negativo Negativo
5 29MGL S pseudohifas ramificadas Negativo Negativo
6 29MGR S pseudohifas largas y ramificadas arboriformes Negativo Negativo
7 36MG S Blastoconidios Negativo Negativo
8 99LM R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo

alrededor de las constricciones de la pseudohifa
9 160LML S Pseudohifas ramificadas Negativo Negativo
10 160LMR S Pseudohifas largas y ramificadas Negativo Negativo
11 284MG S Hifas y pseudohifas aracniformes Negativo Negativo
12 176MG S Pseudohifas en disposicion arboriforme Negativo Negativo

Aislados de muestras de SS
Aislado | Clave Clasificacion frente Caracteristicas microscopicas
a cicloheximida Hifas o pseudohifas Clamidoconidios Tubo germinativo
4TS S Pseudohifas largas y ramificadas Negativo Negativo
2 83TS NP NP NP NP
3 84TS R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo
alrededor de las constricciones de la pseudohifa 'y
cuerpo suspensorio

4 105TS R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo

alrededor de las constricciones de la pseudohifa
106TSR Pseudohifas largas en disposicién aracniforme Negativo Negativo
106TSV R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo

alrededor de las constricciones de la pseudohifa
7 141TS R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo

alrededor de las constricciones de la pseudohifa
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Aislado | Clave Clasificacion frente Caracteristicas microscopicas
a cicloheximida Hifas o pseudohifas Clamidoconidios Tubo germinativo

8 22LML S Pseudohifas cortas Negativo Negativo

9 22LMR S Pseudohifas en disposicion aracniforme Negativo Negativo

10 9LM R Hifas largas y ramificadas Positivo Positivo

11 92MG S Pseudohifas cortas Negativo Negativo

12 107LML S Pseudohifas cortas Negativo Negativo

13 107LMR S Pseudohifas en disposicion aracniforme Negativo Negativo

14 123LM R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo
alrededor de las constricciones de la pseudohifa

15 133LM R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo
alrededor de las constricciones de la pseudohifa

16 134LML S Pseudohifas cortas Negativo Negativo

17 134LMR S Pseudohifas en disposicion aracniforme Negativo Negativo

18 195MG S Hifas y pseudohifas Negativo Negativo

19 174MG S Hifas y pseudohifas aracniformes Negativo Negativo

20 229MG S Hifas y pseudohifas ramificadas Negativo Negativo

21 182MG R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo
alrededor de las constricciones de la pseudohifa

11 175MG R Hifas largas y cimulos de blastoconidios dispuestos Positivo Positivo
alrededor de las constricciones de la pseudohifa

S = sensible, R = Resistente, NP = No procesado
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Figura 24. Diferentes especies de Candida aisladas en este estudio, en medio CHROMagar® Candida A) C.
parapsilosis (morfotipo liso) B) C. parapsilosis (Morfotipo rugoso) C) C. albicans D) C. tropicalis. E) C. lusitaniae
F) C. pelliculoso
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Figura 25. Caracteristicas microscépicas de las diferentes especies de Candida aisladas en este estudio. A y B)
Pseudohifas de C. parapsilosis, ramificadas a partir de un cumulo central en crecimiento aracniforme. C) Hifas y
pseudohifas ramificadas de C. tropicalis D) Clamidoconidios de C. albicans E) Tubo germinativo de C. albicans en suero,
a las 2 h de incubacién. F) Pseudohifas cortas de C. lusitaniae, se observan blastoconidios en mayor proporcion. G)

blastoconidios de C. palliculoso.
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6.3 Patron de sensibilidad y especies de Candida

Todos los aislados de LD y SS evaluados (33), independientemente de la especie,
fueron sensibles a dos de los triazoles PSZ y FLZ. La mayoria a la concentracion
mas baja de CMI: 0.03 pg/mL (PSZ en 27 aislados (87 %) y 0.125 pg/mL (FLZ en
22 aislados (71 %)), seguido de VRZ en 26 aislados (84%) CMI de 0.03 ug/ mL. La
CMI obtenida con la actividad de ITZ fue de 0.03, 0.06 y 0.125 yg/ mL en 11, 7 y
12 aislados, respectivamente. El rango de los valores de CMI con AMB fue de 0.125
a 0.25 yg / mL frente a 9 y 15 de los aislados, respectivamente y con CSF de 0.25
a0.5ug/ mLen 10y 13 de los aislados, respectivamente.

6.3.1 Relacién entre los aislados de LD y su patrén de sensibilidad

En la figura 26 se observa la resistencia, principalmente a AMB (25 %), y
sensibilidad - dosis dependiente (SDD) a ITZ (25 %) y CSF (8.3 %).

De los aislados que presentaron resistencia, C. albicans (aislado 99LM) y C.
parapsilosis (70LM y 71LM) fueron las especies en las que se observé resistencia
a mas de un antifungico.
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Figura 26. Porcentaje de aislados de muestras de LD resistentes o sensible dosis dependiente a

los antifungicos evaluados. VRZ = voriconazol; AMB = anfotericina B; PSZ = posaconazol; ITZ =
itraconazol; FLZ = fluconazol; CSF = caspofungina.
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En los aislados de C. parapsilosis de LD (n = 8), se calculé la media y desviacion
estandar de la CMI frente a cada uno de los antifungicos (Figura 27). Posaconazol
fue el antifngico que mostro la mayor actividad frente a C. parapsilosis, seguido de

voriconazol, con una CMI de 0.030 pg / mL y 0.042 pg / mL, respectivamente.
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Figura 27. Representacion de las medias de las CMI con cada uno de los antiflingicos sobre los
aislados de Candida parapsilosis de muestras de LD. VRZ = voriconazol; AMB = anfotericina B;
PSZ = posaconazol; ITZ = itraconazol; FLZ = fluconazol; CSF = caspofungina.

6.3.2 Relacién entre los aislados de muestras de SSy su patrén de

sensibilidad

Todos los aislados procesados (21) mostraron sensibilidad a tres azoles (PSZ, ITZ
y FLZ); con los otros antifingicos se observé SDD o resistencia. El 19 % de los
aislados presentaron resistencia a AMB (Figura 28). Uno de los aislados de C.

parapsilosis (92MG) fue resistente a VRZ (1ug /mL) y a AMB (2 pg / mL).
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Figura 28. Porcentaje de aislados de muestras de SS resistentes o sensibles dosis dependientes
a los antifungicos evaluados. VRZ = voriconazol; AMB = anfotericina B; PSZ = posaconazol; ITZ =
itraconazol; FLZ = fluconazol; CSF = caspofungina.

En la figura 29 se observan los gréficos que corresponden a las medias y desviacion
estandar para cada una de las especies evaluadas con cada uno de los antifangicos.
El antifingico que mostré mayor actividad frente a C. parapsilosis y C. albicans fue
PSZ con una CMI de 0.037 pg/mL y 0.033 ug/mL, respectivamente; mientras que

frente a C. tropicalis el antifingico con mayor actividad fue VRZ con una CMI de
0.030 pg/mL.
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Figura 29. Representacién de las medias de las CMI con cada uno de los antiflingicos sobre los
aislados de muestras de SS. VRZ = voriconazol; AMB = anfotericina B; PSZ = posaconazol; ITZ =

itraconazol; FLZ = fluconazol; CSF = caspofungina.

6.3.3 Comparacion de la actividad de los antifangicos los aislados de
Candida parapsilosis de muestras de LDy SS

Tanto en los aislados de C. parapsilosis obtenidos de LD como en los de SS, el
antifangico con mayor actividad fue PSZ con CMI promedio de 0.030 ug/mL y 0.037

pg/mL, respectivamente, valores sin diferencia significativa (Figura 30).




El segundo y tercer antifUngicos con mayor actividad en los aislados de LD fue VRZ
e ITZ con CMI promedio de 0.042 pg/mL y 0.128 pg/mL, respectivamente. Mientras
que, en los aislados de SS, los valores de CMI promedio a ITZ y VRZ fueron 0.096
pg/mL y 0.141 pg/mL respectivamente (Figura 30). No hubo diferencia significativa
entre las CMI de VRZ y PSZ; sin embargo, si hubo diferencia significativa entre las

CMI de ITZ y PSZ (p = 0.0050).
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Figura 30. Comparacién de las CMI de los antifingicos en los que se observé mayor actividad
frente a los aislados de C. parapsilosis de muestras de liquido de dialisis (LD) y de sitio de salida
(SS). Las figuras en color indican las diferencias significativas (p < 0.05) en las CMI de los
antifungicos. VRZ = voriconazol; AMB = anfotericina B; PSZ = posaconazol; ITZ = itraconazol; FLZ =
fluconazol; CSF = caspofungina; LD = liquido de didlisis; SS = sitio de salida.
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6.4 Evaluacion de laformacion de biopeliculas por el método de cristal
violeta

La evaluacion de la capacidad de formacion de biopeliculas sobre los aislados, de
acuerdo con los criterios de Stepanovic et al.'®>*. En el cuadro 19 se muestra la
clasificacion de los aislados de muestras de LD y de los de SS por especies, de
acuerdo con su capacidad de produccién de biopeliculas.

Cuadro 19. Clasificacion de aislados por su capacidad de produccion de biopeliculas.

Aislados de muestras de LD

Especie No. de Capacidad de produccion de biopelicula.

e:tI:?i:Z:)s Fuerte Moderado Débil No
formador

C. parapsilosis 8 2 2 4

C. albicans 1

C. tropicalis 1 1

C. lusitaniae 1 1

C. pelliculosa 1 1

TOTAL 12 1 2 4 5

Aislados de muestras de SS
Especie No. de Capacidad de produccion de biopeliculas.
aislados Fuerte Moderado Débil No formador

estudiados

C. parapsilosis 9 1 1 2 5

C. albicans 9 2 7

C. tropicalis 3 2 1

TOTAL 21 3 4 9 5

El 58.33 % de los aislados obtenidos de LD fueron clasificados como formadores de
biopeliculas, de los cuales solo 1 (8.33 %) se comporté como fuerte formador y
correspondio a C. tropicalis. Por otro lado, el 76.2 % de los aislados de SS fueron
clasificados como formadores de biopeliculas, de los cuales 3 (14.30 %) se
comportaron como fuertes formadores (2 de C. tropicalis y 1 de C. parapsilosis). En
la figura 31 se muestra el aspecto de las biopeliculas formadas por algunos de los

aislados.

En general, las especies aisladas de los dos tipos de muestras se clasificaron de la
siguiente manera:




- Candida tropicalis: fuerte formador de biopeliculas

- Candida albicans: Moderado formador y débil formador
- Candida parapsilosis: Débil formador y no formador

- Candida lusitaniae: Débil formador

- Candida pelliculosa: No formador

Figura 31. Biopelicula desarrollada por A) C. tropicalis (284MG), fuerte; B) C. albicans (9LM),
moderado; C) C. parapsilosis (122TS), débil y D) C. pelliculoso (36MG), no formador.

El aislado de C. tropicalis (clave 284MG), clasificado como fuerte formador de
biopelicula fue recuperado de la muestra de LD de un paciente con peritonitis, el
cual falleci6. La actividad de los antifingicos sobre este aislado no mostré

resistencia a ninguno de ellos.
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7 Discusion

Mundialmente, en la Ultima década se ha observado un aumento en la enfermedad
renal cronica (ERC), principalmente relacionada al incremento en diversos factores
de riesgo como DM2 e HTA. Es evidente que la ERC es un problema relevante de
salud publica por la morbi-mortalidad de los pacientes y el costo de los tratamientos
56,96,156,83  En México, estos dos factores de riesgo son importantes en la poblacién
adulta. Por ejemplo, la DM2 en mujeres ha aumentado de 9.6 a 10.3 % y en hombres
se mantuvo de 8.6 a 8.4 % de 2012 a 2016. En el presente trabajo la DM2 fue el
principal factor observado en los pacientes incluidos con ERC en el 87.5 %, seguido
de HTA (79 %), lo cual coincide con otras publicaciones 7% % 111 aunado a la
administracion prolongada de antibidticos, hasta en el 60 a 80 % de los casos;
aparentemente el riesgo de ERC aumenta con la edad 18 70.96. 111,173 En el presente
trabajo el 83 % de los pacientes mayores de 55 afios fueron el grupo de edad més
afectado y solo uno menor de 15 afios, cuyos factores de riesgo incluyeron a

hepatoblastoma y tratamiento con quimioterapia.

En la dltima década se consideré a la dialisis peritoneal continua ambulatoria
(DPCA) como el tratamiento de primera eleccion para los pacientes con ERC en
etapa terminal. En la actualidad la DPCA ha pasado a segundo lugar como
tratamiento de sustitucion renal en la etapa terminal de la ERC, después de la
hemodidlisis (HD), debido a las infecciones observadas por la aplicacién del catéter
de dialisis. Estas incluyen la infeccion del sitio de salida del catéter (SS) y la
peritonitis, ocasionadas por el descuido en los cuidados de higiene requeridos

durante la realizacion del procedimiento de la técnica de didlisis 2 199 110,

De acuerdo con diversos reportes, las infecciones del SS y la peritonitis son
causadas en mayor frecuencia por bacterias (70 — 90 %) y en menor frecuencia por
hongos (3 — 15 %) 2 55 93,104 En el presente trabajo de las muestras analizadas de
LD y del exudado de SS del catéter, de los pacientes con ERC y sometidos a
tratamiento con didlisis, del 80 % de las muestras de LD, se aislaron bacterias y en
el 20 %, levaduras abundantes. Mientras que, de las muestras de SS, el 99 %

correspondio a bacterias y el 1 % a levaduras. Estos hallazgos fueron similares a la
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descripcion de otros autores 3 148 130 De las 17 muestras (1 %) de SS, se incluy6
un aislado levaduriforme obtenido especificamente del SS de catéter de HD, de
acuerdo con otros reportes, no es una de las principales complicaciones en este tipo
de tratamiento sustitutivo, sin embargo, es una de las mas graves y se presenta en

el 4 - 20 %, siendo Staphylococcus aureus el agente mayormente aislado 43 %8,

En los afios 1980°s se observo que las infecciones fungicas asociadas al catéter,
aungue se presentan con baja frecuencia, incrementan la mortalidad del 5 al 40%,
y la imposibilidad de continuar en el programa de DPCA, ya que de acuerdo con los
criterios de las Guias de la Sociedad Internacional de Dialisis Peritoneal, se
recomienda retirar el catéter en los pacientes en quienes no se observe mejoria en
los primeros 5 dias del tratamiento; alrededor del 40% de los pacientes con
infecciones fungicas son transferidos a HD 93 116. 130, En este estudio la mortalidad
observada en pacientes con peritonitis fue del 22.2 %; y en los pacientes con
infeccion en el SS fue de 6.6 %. El 55.5 % de los pacientes quienes presentaron
peritonitis fueron transferidos a hemodidlisis, asi como uno de los pacientes con
infeccion en el SS con DPCA, mientras que el paciente con HD fue transferido a
DPCA.

La mala respuesta al tratamiento antifngico y consecuentemente el retiro del
catéter se debe a la identificacién equivocada de los agentes causales; ademas, los
hongos por lo general son de lento crecimiento, lo cual dificulta el diagndstico y la
identificacion, por ello es importante prolongar la incubacion hasta dos semanas.
Para la identificacion fenotipica se debe incluir medios selectivos y de diferenciacion
de algunas especies como CHROMagar® Candida, que es un método de
identificacion presuntiva, la dificultad radica en la interpretacion del color, por tanto,
es de utilidad comparar el color con la paleta de colores de Pantone® 1?°. La
identificacion se complementa con las caracteristicas morfologicas y macroscopicas
coloniales, asi como las microscopicas y la asimilacion a diversos sustratos con

sistemas manuales (APl AUX C 20) o sistema automatizado (Vitek 2).

De acuerdo con diversas publicaciones los agentes causales de infeccion fungica

asociados a DPCA, con mayor frecuencia son especies del género Candida (70 —
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90 %), principalmente Candida parapsilosis, seguido por C. albicans y C. tropicalis
66,104, 159 | as tres principales especies que se aislaron en este estudio fueron C.
parapsilosis, C. albicans y C. tropicalis en muestras de LD y de SS. De las muestras
de LD se aisl6 con mayor frecuencia a C. parapsilosis (66.6 %), mientras que en las
de SS se observo una variacion donde C. parapsilosis y C. albicans se aislaron en
igual porcentaje (40.9 %). La alta frecuencia de C. parapsilosis (9 % a 41 %) como
causante de peritonitis ha sido reportada en varios estudios y atribuida
aparentemente por transmision exégena, ya que es un comensal habitual del cuerpo
humano. Esta especie representa la levadura mas comunmente aislada de las
manos de individuos sanos y de los trabajadores del area de la salud, por ello, las
infecciones causadas por este complejo de especies pueden ocurrir sin previa
colonizacion y ser frecuentemente transmitida de manera horizontal por fuentes
contaminantes externas; otra explicacion seria la ventaja selectiva que posee al
desarrollarse en medios con alta concentracion de glucosa, ademas de su alta
afinidad por colonizar diversos dispositivos médicos, como catéteres, factor de alta
relevancia para el establecimiento de las infecciones por C. parapsilosis, incluso

mas que C. albicans 37 123,157,

Otro de los hallazgos interesantes en el presente estudio fue la asociacién de
especies, en dos muestras de SS (C. albicans — C. tropicalis y C. albicans — C.
parapsilosis) y la asociacién de dos morfotipos (rugoso y liso) de C. parapsilosis, en
2 muestras de LD y en 3 de SS. En todos los casos el morfotipo rugoso fue
observado a las dos semanas de incubacion. Aparentemente las infecciones por
especies asociadas fueron mas severas que las de una sola especie o morfotipo,
ya que se observo que uno de los dos pacientes que fallecid por peritonitis, presento
infeccion por los dos morfotipos de C. parapsilosis; y el paciente con infeccién del
SS correspondi6 a una infeccién por C. albicans y C. parapsilosis, con desenlace
fatal del paciente. Por otro lado, en una muestra de liquido de dialisis obtenida en
febrero de 2019, de un paciente con peritonitis, no incluido en este estudio, se
observo la asociacion levadura-bacteria, las cuales correspondieron a Klebsiella

pneumoniae y Candida parapsilosis (Figura 31, anexo 1).
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Este fendmeno de asociacion no ha sido reportado en ningun caso de peritonitis por
hongos. Los cambios en la morfologia colonial en C. parapsilosis, estan ligados a
un conjunto especifico de aminoécidos, particularmente la citrulina (producido a
partir de L-ornitina y carbamoil-fosfato en la ruta de biosintesis de arginina), de tal
modo que se han observado cuatro diferentes morfotipos: la morfologia celular
rugosa, concéntrica, lisa y crateriforme; en los morfotipos rugoso y concéntrico se
observan principalmente pseudohifas, mientras que en los morfotipos crateriforme
y liso se observan principalmente blastoconidios 2° 87162, A diferencia de lo descrito
por otros autores los morfotipos que se observaron en este estudio fueron el liso y
el rugoso; en el liso se observé pseudohifas cortas y blastoconidios y en el rugoso
pseudohifas largas y en disposicion arboriforme o aracniforme y en menor nimero

blastoconidios.

Otra de las caracteristicas relevantes en los hongos es conocer el perfil que
presentan ante los diversos antifingicos; en este estudio los antifingicos que
mostraron la mejor actividad independientemente de la especie, fueron PSZy FLZ,
todos los aislados fueron sensibles a estos triazoles, la mayoria a las
concentraciones mas bajas de CMI; esto difiere con estudios en los que se ha
reportado resistencia de 2 % a 12 %. Aproximadamente el 10 % relacionado a
pacientes con SIDA y candidosis mucocutanea por C. albicans, especialmente
antes del surgimiento de la terapia antirretroviral combinada 68 135, Existen otros
estudios en los que se ha reportado buena actividad de estos azoles frente a
especies de Candida, como las incluidas en este estudio *7:26:44.63.105 Sjn embargo,
con AMB fue el efecto contrario, ya que mostré menor actividad (21.2 %) frente a
los aislados, a diferencia de lo observado en otros estudios, donde la sensibilidad
fue del 100 % y 80 % a AMB y CSF, respectivamente 14 44, 105,135,145

Los dos triazoles de segunda generacion (PSZ y VRZ) fueron los antifingicos con
la mayor actividad frente a C. parapsilosis y C. albicans, similar a lo reportado en
otros estudios. Otro hallazgo interesante que describieron en C. albicans fue la
resistencia principalmente a FLZ 17 26. 52 a diferencia de lo observado en este

trabajo, donde el 100 % de los aislados fueron sensibles; sin embargo, esta especie
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mostré un porcentaje de resistencia importante a AMB (40 %). En dos de los
aislados de C. albicans, presento resistencia a AMB y VRZ (99LM) y en otro (92MG)
resistencia a AMB y CSF (10 %). Anfotericina B y CSF fueron los antifingicos con
menor actividad frente a C. parapsilosis, con un porcentaje de resistencia de 17.6

%y 11.7 %, respectivamente.

Los microorganismos, desarrollan mecanismos de supervivencia, para tolerar
condiciones ambientales y nutricionales adversas. Un ejemplo, seria la capacidad
de desarrollar biopeliculas, mecanismo importante asociado al catéter de didlisis.
En este dispositivo inicia la colonizacion de los microorganismos y el
establecimiento de la infeccion. Algunos autores han observado que C. albicans
tiene mayor capacidad que otras especies de Candida no albicans para formar
biopeliculas, las cuales son mas complejas ’# °%, sin embargo, en otros estudios
reportan que C. parapsilosis puede adherirse a las células epiteliales bucales y con
mucho mayor adhesividad al material acrilico 2 31, en el presente estudio, C.
albicans se clasifico como moderado formador de biopeliculas y a C. parapsilosis
como débil formador y no formador, sin embargo, esta ultima fue la especie
mayormente aislada, esto estd asociado a la capacidad de adaptarse a la exposicion
de diferentes cantidades de glucosa. Pereira L, et al. en 2015 demostraron que la
expresion del gen OLE1 sufre una regulacion positiva con el aumento de glucosa,
de tal modo que las biopeliculas formadas en medios con alta concentracion
exhiben mas pseudohifas y niveles de expresion del gen mayores que aquellas
cultivadas en medios pobres en glucosa 3. La especie que mostré la mayor
capacidad para formar biopeliculas fue C. tropicalis, similar a la descripcion de otros

autores 108,173,

Actualmente es importante introducir en los laboratorios de rutina de microbiologia
las pruebas de identificacion de levaduras, para ampliar el conocimiento de estos
microorganismos, desde el punto de vista clinico, micoldgico, epidemiolégico y del
perfil de sensibilidad antifingica. Aun se requiere un consenso general para acortar
el tiempo para la obtencion de resultados, con la finalidad de que el médico pueda

establecer el tratamiento mas adecuado para el paciente.
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8 Conclusiones

El grupo de edad mas afectado con ERC en etapa terminal y en
tratamiento con DPCA fue los pacientes mayores de 55 afos.

La diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y tratamiento con
antibidticos fueron los tres principales factores de riesgo asociados a
ERC.

Candida parapsilosis fue la principal especie de Candida causante de
peritonitis en pacientes con ERC en tratamiento con DPCA.

Candida parapsilosis y C. albicans fueron las dos principales especies
causantes de infeccion en el sitio de salida del catéter en pacientes con
ERC en tratamiento con DPCA.

Todos los aislados fueron sensibles a PSZ y FLZ.

Los dos antifungicos con la mejor actividad sobre los aislados de C.
parapsilosis fueron PSZ y VRZ.
Los aislados mostraron resistencia principalmente a AMB, seguido VRZ y

CSF.

Mas de la mitad de los aislados mostraron capacidad para formar
biopeliculas, de los cuales el 12.12 % fueron clasificados como fuertes
formadores de biopeliculas.

Candida tropicalis fue la principal especie con fuerte formacion de

biopeliculas.
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Abreviaturas

°C
Hg

uL

pm
a.C.
ADS
ADS-A
AMB
API
Cel.
CIRC
CLSI
CMmI
CSF
cv
DM
DM2
DMSO
DO
KDoal
DP
DPA
DPCA
DPI

DS
EPIRCE
ERC
EUA
EUCAST
FDA
FLZ

h

HD
HTA

Grados Celsius

Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Antes de Cristo

Agar dextrosa Sabouraud

Agar dextrosa Sabouraud con antibiético
Anfotericina B

indice analitico de perfil

Células

Centro de administracion de pacientes con insuficiencia renal crénica

Instituto de estandarizacién de laboratorios clinicos
Concentracidon minima inhibitoria

Caspofungina

Cristal violeta

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 2

Dimetilsulféxido

Densidad dptica

Iniciativa de calidad de los resultados de la enfermedad renal
Dialisis peritoneal

Dialisis peritoneal automatizada

Dialisis peritoneal continua ambulatoria

Dialisis peritoneal intermitente

Desviacién estandar

Estudio epidemioldgico de la insuficiencia renal en Espaia
Enfermedad renal crénica

Estados Unidos de América

Comité europeo de pruebas de sensibilidad antimicrobiana
Food and drug administration

Fluconazol

Horas

Hemodialisis

Hipertensidn arterial
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IMSS
IRC
ISSSTE
ITZ

LD

min

MOPS
NHANESIII
NKF

nm

NP

PBS

PCR

PCR — FRLP
PF

pH

pmh

PSz

RPMI

SDD
SPE
SS
SSI
TFG
UFC
VRZ

Instituto Mexicano del Seguro social

Insuficiencia renal crénica

Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado

Itraconazol

Liquido de dialisis

Minuto

Miligramo

Mililitro

Metro cuadrado

Milimetro cubico

Acido morfolino propano sulfénico
Third National health and nutrition examination suvery
Fundacién nacional del rifidn
Nandmetros

No procesado

Phosphate Buffered Saline
Reaccion en cadena de polimerasa
PCR - Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica
Peritonitis fungica

Potencial de hidrégeno

Por millén de habitantes
Posaconazol

Resistente

Roswell Park Memorial Institute
Sensible

Sensible dosis dependiente
Sustancia polimérica extracelular
Sitio de salida

Solucidn salina isotdnica

Tasa de filtracién glomerular
Unidad formadora de colonia

Voriconazol
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10 Anexos

10.1 Anexo 1.
Aislado obtenido de paciente masculino de 77 afos con ERC, en etapa terminal,

en tratamiento con DPCA, el cual cursaba con peritonitis causada por Klebsiella

pneumoniae y Candida parapsilosis, en febrero de 2019.

Figura 32. A) Asociacion hongo-bacteria en paciente con peritonitis. B) Candida parapsilosis aislada.
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10.2 Anexo 2. Medios de cultivo

Agar dextrosa Sabouraud (ADS)

Componentes
Agar 15.0¢9
Dextrosa 40.0¢9
Digerido pancreatico de caseina 509
Digerido peptidico de tejido animal 500
Agua destilada 1000 mL

Preparacion

1) Adicionar todos los componentes en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

4) Distribuir el medio ADS en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

5) Almacenar a 4° C.

Agar dextrosa Sabouraud con antibiéticos (ADS — A)

Componentes
Agar 15049
Dextrosa 40.0¢g
Digerido pancreético de caseina 50¢g
Digerido peptidico de tejido animal 50¢g
Cicloheximida 05¢g
Cloranfenicol 0.05¢

Agua destilada 1000 mL




Preparacion

1) Adicionar todos los componentes en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

4) Distribuir el medio ADS — A en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

5) Almacenar a 4 °C.

CHROMagar® Candida

Componentes
Agar 1509
Cromopeptona 10.2 g
Mezcla cromégena 22.0¢
D-glucosa 2009
Cloranfenicol 05¢g
Agua destilada 1000 mL

Preparacion

1) Adicionar todos los componentes en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar por ebullicion por 2 minutos.

4) Distribuir el medio CHROMagar® Candida en cajas Petri estériles y dejar
solidificar.

5) Almacenar a 4 °C.




Agar MacConkey

Componentes
Agar 1359
Peptona de carne 15¢
Peptona de gelatina 17.0g
Tripteina 159
Mezcla de sales biliares 15¢9
Cloruro de sodio 50¢g
Rojo neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.001g
Lactosa 10.0g
Agua destilada 1000 mL

Preparacion

1) Adicionar todos los componentes en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

4) Distribuir el medio MacConkey en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

5) Almacenar a 4 °C.




Agar Chocolate

Componentes
Agar 1509
Pluripeptona 10.0g¢
Almidon 20g
Fosfato dipotasico 2009
Fosfato monopotasico 05¢
Cloruro de sodio 50¢g
Solucion de hemoglobina 2 % 100 mL
Agua destilada 1000 mL

Preparacién

1) Adicionar todos los componentes (exceptuando la solucién de hemoglobina) en
1000 mL de agua destilada.

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar la composicién de agar base y la solucién de hemoglobina al 2 %, por
separado, por 15 minutos a 121° C.

4) Enfriar las soluciones estériles a 45 — 50 °C.

5) Por cada 100 mL de agar base, agregar 100 mL de solucién de hemoglobina a |
2 % y mezclar agitando suavemente.

6) Distribuir el medio Chocolate en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

7) Almacenar a 4 °C.
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Agar Sangre

Componentes
Agar 1409
Hidrolizado pancreatico de caseina 145¢g

Hidrolizado pancreatico de harina de 5.0g

Soja

Cloruro de sodio 5009
Factores de crecimiento 15¢
Sangre desfibrinada de carnero 5%
Agua destilada 1000 mL

Preparacién

1) Adicionar todos los componentes (exceptuando la sangre desfibrinada de
carnero) en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de todos
los reactivos.

3) Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

4) En condiciones de esterilidad, agregar la sangre desfibrinada de carnero al
medio esterilizado, fundido y enfriado a 45° C. Homogeneizar.

5) Distribuir el medio sangre en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

6) Almacenar a 4° C.




Agar fécula de papa - zanahoria con Tween 80 al 1 %

Componentes
Agar 18.04¢
Fécula de papa 10.0g¢
Zanahoria 10.0g¢
Tween 80 10.0 mL
Agua destilada 1000 mL

Preparacion

1) Adicionar la fécula de papay la zanahoria en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar hasta ebullicion por 10 minutos y con agitacion constante para la
disolucion de los reactivos.

3) Filtrar a través de gasa

4) Agregar el agar y Tween 80; al mismo tiempo calentar hasta la disolucion del
agar.

5) Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

6) Distribuir el medio en cajas Petri estériles y dejar solidificar.

7) Almacenar a 4 °C.

Agar Mueller-Hinton

Componentes
Agar 150¢9
Mueller-Hinton 37.0¢g

Agua destilada 1000 mL




Preparacion

1)
2)

3)
4)
5)

Adicionar todos los componentes en 1000 mL de agua destilada

Calentar hasta ebullicion y con agitacion constante hasta la disolucion de los
todos los reactivos.

Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

Distribuir el medio Mueller-Hinton en cajas Petri estériles.

Almacenar a 4 °C.

Amortiguador PBS

Componentes

NacCl 2.015¢
KCI 0.055 ¢
Na2HPO4 0.2875¢g
KH2HPO4 0.05¢9
Agua destilada 250 mL
HCI 1M 100 mL
NaOH 1M 100 mL

Preparacién

1)

2)

3)
4)
5)
6)

Adicionar las sales en 200 mL de agua destilada y agitar hasta la disolucion de
los reactivos.

Ajustar el pH a 7.4 con HCI 1M o NaOH 1M afadiendo gota a gota segun sea
necesario.

Aforar la solucién a 250 mL con agua destilada

Esterilizar por filtracidon con unidades de filtro de 0.45 um.

Esterilizar en autoclave a 121° C, por 15 minutos.

Almacenar a 4 °C.
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Medio RPMI 1640 con glucosaal 2 %
Componentes

Amortiguador MOPS
RPMI 1640
D-glucosa

Agua MilliQ

NaOH 1M

Preparacion

3459
10449
20.0¢
1000 mL
100 mL

1) Adicionar el MOPS, la glucosa y el medio RPMI 1640 en 1000 mL de agua.

2) Mantener en agitacion constante hasta la disolucion de los todos los reactivos.
3) AjustarelpH a7 £0.1 con NaOH 1M.

4) Esterilizar por filtracion con unidades de filtro de 0.2 um.

5) Almacenar a 4 °C.
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