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I. ANTECEDENTES.

Las infecciones pulmonares asociados a hongos afectan el parénquima
pulmonar, los bronquios y alvéolos. Los agentes etioldgicos causantes
de estas micosis se pueden dividir en hongos patdgenos primarios y en
hongos oportunistas, que para los fines de este trabajo se desarrollaran
la colonizacidn e infeccidn causadas por especies de Candida. En algunos
casos pueden ser punto de partida de diseminaciones a otros 6rganos.
Las infecciones pulmonares por Candida son dificiles de diagnosticar, lo
gue resulta en tratamientos antimicoticos tardios que se han asociado

con mortalidad hospitalaria® 23: 82,

I.1 Agentes etioldgicos.

Aproximadamente hay de 200 a 300 especies de Candida identificadas
actualmente, pero solo algunas estan formando parte de la microbiota

humana con la capacidad de causar infecciontl 18, 41,

I.1.1 Caracteristicas morfoldgicas de las especies del género
Candida.

Las especies del género Candida presentan diferentes morfologias como
globosas, cilindricas, ovaladas y elipticas, de 3-10 pm de diametro.
Algunas especies de Candida son dimorficas, por la capacidad de crecer
en fase de blastoconidios y transformarse a hifa. Candida albicans es la
especie representativa de la variabilidad morfoldgica, la cual forma
blastoconidios, que coexisten con pseudohifas y/o hifas*® 33. 86 En el
cuadro 1, se muestra las caracteristicas macroscépicas de las especies
de Candida mas comunes, en agar dextrosa Sabouraud (ADS) vy

microscépicas en agar harina de maiz.



Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas de las especies mas comunes de

Candida3°.
Especie. Caracteristicas de las Caracteristicas
colonias. microscopicas.
C. albicans Blancas, cremosas, con Clamidoconidios
bordes limitados, aislados o en racimos y
superficie lisa. blastoconidios formados
Las variaciones en cumulos con hifas
morfoldgicas pueden dar | ramificadas. Tamano de
colonias secas y rugosas. | 6 a 12 um de diametro.
C. glabrata Blancas, lisas y brillantes, Blastoconidios
(actualmente pequenas. pequenos (1 a 4 um).
Nakaseomyces Ausencia de hifas y
glabratus) pseudohifas.

C. tropicalis

Blancas, cremosas,
opacas, con margen
filamentoso.

Blastoconidios ovales
(3.7-7x 5.5 -10 uym),
dispuestos a lo largo de

la pseudohifa o hifas.

C. parapsilosis

Blancas, cremosas,
brillantes, lisas y rugosas.

Blastoconidios unicos (3
X 8 ym) o en cadena,
pseudohifas alargadas.

C. krusei Blancas, secas planas y Blastoconidios
(actualmente rugosas. alargados a cilindricos,
Pichia de 4-5 x 2.5 ym,

kudriavzevii) pseudohifas.

I.1.2 Variabilidad morfolégica.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular ha proporcionado otra
herramienta (til para la identificacion mas precisa de especies de
Candida.

fenotipicas, sin embargo, en los aislados atipicos de Candida spp. seria

Este método es mdas caro comparado con las técnicas
de utilidad; aunque las morfologias coloniales de las diversas especies
dependeran del sustrato adicionado al medio de cultivo donde crecen;
por tanto, las colonias que muestran una morfologia atipica a la que se
describe comUnmente, se debe valorar el medio de cultivo en el que se

promueva el crecimiento?®.



Albaina, et al. evaluaron 477 muestras de diferentes sitios anatdémicos
para la identificacién de especies de C. albicans y C. dubliniensis, donde
9 de los aislados identificados por técnicas moleculares correspondieron
a C. dubliniensis. Estos aislados mostraron caracteristicas fenotipicas
atipicas que dificultaron su identificacién por técnicas clasicas, por
ejemplo, microscdpicamente tres de estos aislados presentaron conidios
de tamafios mas pequefios, ovoides, estrechos y alargados, en
comparacién con la cepa de referencia C. dubliniensis NCPF 3949,
ademas en CHROMagar Candida® (CH) formaron colonias de color
blanco amarillento o rosa, diferente al color verde descrito en el inserto
relacionado para esta especie. Por otra parte, los seis aislados restantes
no formaron clamidoconidios en el medio de cultivo CHROMagar
Candida® adicionado con agar semillas de girasol, ni en los medios
sintéticos que proporcionan condiciones bajas en nutrientes para

estimular la formacion abundante de estas estructuras3.

Lipperheide, et al., reportaron estudios del tamafio variable del
crecimiento de C. glabrata en ADS diferente a la descripcién clasica. Dos
tipos de tamafo, colonias grandes y pequefias, esta variacion en el
tamafno de colonias los llevé a probar el agar Sabouraud-cloranfenicol
adicionado con floxina B, donde los aislados de C. glabrata presentan un
fenotipo liso de color rosa oscuro, sin embargo, diez de las colonias
(tamano grande) mostraron un fenotipo mas claro**. Actualmente
propusieron modificar el nombre de C. glabrata por Nakaseomyces

glabratus en honor al Dr. Takashi Nakase”?.

I.1.3 Habitat natural.

Candida spp. tienen la capacidad de transformarse para soportar los
cambios en el microambiente donde habitan. Las diferentes especies se

presentan desde los primeros dias del nacimiento y tienen una gran



predileccién por las mucosas. Aproximadamente, del 20 al 50% se
encuentran en el tracto gastrointestinal, genitourinario y tracto
respiratorio superior, boca, laringe y faringe, entre otras areas del

cuerpo, dependiendo de la especiel> 18 63,

Candida albicans se localiza en el tracto digestivo y las regiones
mucocutaneas. Diversas especies distintas de C. albicans son
comensales en la piel de personas sanas. El nUmero de levaduras esta
controlado de forma natural por las bacterias saprobias. Las situaciones
gue alteren la composicion de la microbiota normal van a producir
proliferacion de las especies de Candida y aumento del riesgo de
infeccion. Es importante destacar que Candida spp. en el tracto
respiratorio pueden representar a microorganismos espectadores
inocentes, que estén al acecho en situaciones donde se presente la
pérdida del equilibrio, como se dan en los adultos que son tratados con
antibioticos o con corticoides inhalados, estos ultimos tienden a causar
proliferacion en las vias aéreas superiores. También relacionado con
enfermedades o situaciones que condicionen un aumento en el riesgo de
colonizacion como la diabetes mellitus, debilidad crénica, catéteres
urinarios y catéteres intravenosos permanentes, estancia prolongada en
el hospital y otras inmunodeficiencias, por ejemplo, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA)28 63, En el cuadro 2 se describen las
especies de Candida en los diferentes sitios anatémicos en su etapa de

comensales.



Cuadro 2. Relacion entre especies de Candida y localizacion anatomica

en personas sanas®°°,

Especie Sitio anatédmico en personas sanas.

C. albicans Cavidad oral y vaginal, tracto gastrointestinal y piel.
C. glabrata (N. Forma parte de la microbiota de mucosas:

glabratus) orofaringe, vaginal, vias urinarias y tracto

gastrointestinal.
C. tropicalis Tracto gastrointestinal, piel, cavidad oral, tracto
urogenital

C. parapsilosis Cavidad oral, piel, tracto urogenital.

C. krusei (P. Tracto gastrointestinal y urogenital, piel.
kudriavzevii)

I.1.4 Factores de virulencia.

Los tres factores que contribuyen en la capacidad patogénica de Candida
spp., son: 1) La habilidad para pasar de la fase levaduriforme a la
formacién de pseudohifa, esto les posibilita una rapida adaptacion a las
condiciones del huésped y la evasidn de los mecanismos de defensa de
éste, ya que las estructuras filamentosas son dificiles de fagocitar por
las células inmunes y aparentemente se requiere de mecanismos
extracelulares para lograr su muerte. 2) Cambios fenotipicos en un
mismo aislado, este incluye sensibilidad a farmacos, variacién
morfoldgica y secrecion de un factor de virulencia (proteinasa acida).
Esta expresion diferencial de los genes le permite al organismo una gran
adaptabilidad a las condiciones del huésped. 3) Los factores de
virulencia propios de la especie. Diversos autores han descrito algunos
de los factores de virulencia detectados en infecciones experimentales
en animales*8, En el estudio de Crearly et al., donde infectaron animales
con varias cepas mutantes de C. albicans defectuosas en la capacidad
de transicion entre los diferentes morfotipos, demostrando que la
capacidad de cambiar la morfologia es fundamental para que C.

albicans cause enfermedad diseminada. Las biopeliculas formadas en los



tejidos infectados contienen una asociacion de blastoconidios y células
filamentosas, cada forma contribuye en la virulencia. EI papel de los
blastoconidios podria ser en la diseminacion a otros érganos, mientras
gue las hifas son esenciales para la adhesion célula-célula y la formacion
de biopeliculas. Estos autores realizaron un experimento, para
comprobar este hecho utilizando ratones BALB/c, al infectarlos con hifas
preformadas, demostraron la capacidad de estas estructuras para
causar enfermedad en el modelo. Mientras que la induccion de
pseudohifa, a través del agotamiento del represor transcripcional (TUP1)
resultd en una virulencia atenuada, es decir las pseudohifas sin TUP1 se
eliminan de los tejidos, de manera mucho mas eficiente que los
blastoconidios (avirulentos) o las células con capacidad para formar

hifas y hacer la transicidn entre diferentes morfologias (virulentas)?21.

I.1.4.1 Adhesinas.

Las proteinas involucradas en la adherencia se denominan adhesinas.
Las familias de proteinas de la pared celular involucradas en la adhesidn
de las células endoteliales y epiteliales incluyen los genes de la familia
de adhesinas epiteliales (siglas en inglés, EPA), el grupo de genes de
adherencia a las células endoteliales (siglas en inglés, AED) y los genes
que codifican proteinas de pared (siglas en inglés, PWP), que contienen
el dominio PA14. La adherencia a varias células del huésped es el factor
principal que da lugar a la colonizacidén inicial que puede progresar a
infeccidon por especies de Candida. Esta adherencia también les permite
colonizar superficies de dispositivos médicos y formar biopeliculas. En C.
albicans las proteinas “agglutinin-like sequence” (Als) son las que llevan
a cabo la funcidn de adherencia, mientras que en C. glabrata la familia
de genes EPA, codifican para un grupo importante de adhesinas. Las
adhesinas Epal, 6 y 7 se unen a las células epiteliales y endoteliales del

huésped, mientras que Pwp7p y Aedlp interactian con las células

6



endoteliales. La eliminacién de adhesinas Epal en la célula flngica
atenud la virulencia en un modelo murino de candidosis diseminada. En
C. parapsilosis se han descrito cinco proteinas Als y seis para “predicted
glycosylphosphatidylinositol-anchored protein 30” (PGA-30); mientras

que, en C. tropicalis se han identificado tres Als 78. 80,

Las adhesinas de C. albicans contribuyen no solo a su capacidad para
adherirse y colonizar multiples tipos de tejidos del huésped, sino que
también sirven como fracciones de unidén para otros microorganismos
como Streptococcus gordonii, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus. Tati et al., identificaron por primera vez la
adherencia de C. glabrata a las hifas de C. albicans mediada por
adhesinas especificas en ambas especies. Este hallazgo es la base de

esta asociacion?8o,

I.1.4.2 Enzimas hidroliticas.

La destruccion de los tejidos del huésped por las especies de Candida
puede verse facilitada por la liberacién de enzimas hidroliticas. Las
proteinasas asparticas secretadas (siglas en inglés, Saps), fosfolipasas,
lipasas (LIPs) y hemolisinas son las enzimas mas frecuentemente

implicadas en la patogenicidad de las especies de Candida’s.

Las Saps facilitan la invasiéon y colonizacién de los tejidos huésped, por
la interrupciéon de las membranas mucosas y por la degradaciéon de

importantes proteinas de defensa inmunoldgica y estructural”’s.

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan los fosfolipidos en acidos
grasos. Diversos autores han descrito la produccion de todas las clases
de fosfolipasas en las especies de Candida,; estas contribuyen en el dafio
a la membrana celular del huésped, y podrian exponer los receptores
para facilitar la adhesién. Candida albicans es la especie que produce los

niveles mas elevados de fosfolipasa extracelular20. 77: 78,



Las lipasas estan involucradas en la hidrdlisis de los triglicéridos. En un
modelo de infeccidn murina se demostré que cepas mutantes de C.
albicans (CaLIP8) fueron significativamente menos virulentas; mientras
gue un inhibidor de la lipasa redujo el dano tisular durante la infeccién
por C. parapsilosis en un tejido humano reconstituido, y que los
mutantes CpLIP1/CpLIP2 formaron biopeliculas mas delgadas y menos

complejas’s.

Los microorganismos patdgenos pueden crecer en el huésped usando
hemoglobina como fuente de hierro. Las hemolisinas se consideran
factores de virulencia que permiten a Candida spp. sobrevivir y persistir
como patdégeno en el huésped, ya que son utilizadas por las especies de
Candida para degradar la hemoglobina y obtener hierro elemental de las

células huésped’s.

I.1.4.3 Formacion de hifas.

Las hifas juegan un papel importante en la invasidén de los tejidos. Las
hifas y/o pseudohifas de las especies de Candida muestran mayor

resistencia a la fagocitosis en comparacion con los blastoconidios’®.

I1.1.4.4 Biopeliculas.

Una vez que los blastoconidios se adhieren a las superficies de las
células del huésped, se inicia el proceso de formacién de las
biopeliculas. Estas se definen como comunidades de células adherentes,
con distintas propiedades bioldgicas, que estan incrustadas en una
matriz extracelular autosintetizante compuesta predominantemente de
proteinas, glicoproteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos. En
las especies de Candida es un factor de virulencia importante, ya que
actia como barrera fisica para evitar la penetracion del farmaco,

ademas de proteger al patégeno de células inmunes® 78,



La matriz que forman las biopeliculas de C. albicans suelen estar
formadas por dos capas: una basal de blastoconidios que es cubierta por
la segunda capa formada de hifas envueltas en una matriz gruesa, se
compone principalmente de carbohidratos, proteinas, fésforo vy
hexosaminas. Las biopeliculas de C. parapsilosis forman una monocapa
o0 multicapas discontinuas compuestas en agregados de blastoconidios y
pseudohifas, son mas delgadas, menos estructuradas y con gran
contenido de carbohidratos y menos contenido de proteinas. Las
biopeliculas de C. glabrata forman una monocapa o multicapas
compactas con blastosconidios, contienen altos niveles de proteinas y
carbohidratos. Las biopeliculas de C. tropicalis presentan una monocapa
compacta discontinua con morfologias filamentosas que contienen bajos
niveles de carbohidratos y proteinas en comparacion con las otras
especies. Las biopeliculas formadas por aislados de C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata se han asociado con tasas de
morbilidad y mortalidad mas altas en comparacién con los aislados

incapaces de formar biopeliculas®: 20: 78,

Las biopeliculas pueden estar conformadas por mas de una especie
como es el caso de Pseudomona aeruginosa, una bacteria que a menudo
se aisla con C. albicans, principalmente de catéteres y que no posee la
capacidad de adherirse a los blastoconidios, pero puede adherirse a
las hifas de C. albicans. Este evento conduce a la lisis de las hifas,
principalmente debido a moléculas citotdxicas o enzimas degradantes
que se acumulan en los focos bacterianos que se forman sobre las

hifas20,

Streptococcus gordonii, puede agregarse con C. albicans mediante
interacciones adhesina-receptor. La adhesina SspB presente en la
superficie de S. gordonii, se une a la proteina hifal Als3p, formando una

asociacion sinérgica entre los dos microorganismos, C. albicans puede



mejorar la formacidn de biopeliculas estreptocdcicas, mientras que S.

gordonii estimula la filamentacién de las células fungicas?? 72,

I.1.4.4.1 Interaccion levadura-levadura.

La asociacién de especies se ha observado en la formacién de
biopeliculas, de las mas comunes ha sido el co-aislamiento de C.
albicans y C. glabrata. Bekkal, et al., investigaron la formacion de
biopeliculas de aislados de C. albicans y C. glabrata co-aisladas de
catéter venoso central (CVC), observando que los diversos aislados
mixtos exhibian una actividad metabdlica diferente en comparacidon con
el monotipico. La biopelicula mixta produjo mas biomasa que la
biopelicula monoespecifica sin tener que introducir mas nutrientes. Por
microscopia electrénica de barrido se mostré la arquitectura de la
biopelicula mixta, donde los blastoconidios de C. glabrata estaban
unidos a las hifas de C. albicans, formando biopeliculas complejas
(Figura 1)12,

EE\C < A »
C. albicans

s ncohid\ e ] Hyphae

Figura 1. Biopelicula de C. albicans y C. glabrata. (Tomada de Bekkal O.
2020)12,

Pathak, et al. evaluaron las biopeliculas formadas por cuatro especies de
Candida aisladas de lesiones orales: C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis y C. krusei, el estudio consistid en la formacidon de biopeliculas

mixtas en tiras de resina acrilica donde observaron la mayor densidad
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optica con la combinacion de C. albicans y C. glabrata, seguida de la
combinacion de C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata, a diferencia de la
densidad 6ptica mas baja con la formacion de biopeliculas de una sola
especie. La presencia de C. albicans en biopeliculas de multiples
especies aumentdé la produccién de la biopelicula cuando se inoculd con
las demas especies; mientras que C. tropicalis retrasé la produccién de

las biopeliculas con C. glabrata y C. krusei®°.

Thein, et al. informaron sobre su experimento donde utilizaron aislados
de C. albicans y C. krusei con alta y baja capacidad de formacion de
biopeliculas, demostrando que las biopeliculas de las monoespecies
tenian una mejor capacidad de formacién en comparacion con las
biopeliculas formadas por dos especies, ademas de que C. albicans
mostrd un grado menor de crecimiento filamentoso, demostrando asi en

todos sus experimentos un efecto antagdénico mutuo?!.

I.2 Patogenia de la colonizacion e infecciones pulmonares por
Candida spp.

Para comprender el proceso de infeccion causada por estos hongos es
fundamental conocer que las especies de Candida son comensales en
diferentes areas anatdmicas, pueden colonizar y causar infeccion. Para
establecer la infeccidn, los patdgenos oportunistas tienen que evadir el
sistema inmunoldgico, sobrevivir, reproducirse en el microambiente del
huésped, y en el caso de infeccidn sistémica, diseminarse a otros

organos’é,

El 95-97% de las micosis invasoras son causadas por cinco especies de
Candida: Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis y Candida krusei. El 3-5% restante se encuentra

representado por un grupo de 15-18 especies diferentes entre las que
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destacan Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida auris,

Candida famata y Candida rugosa*°: 2,

La colonizacién se define como la existencia de uno o mas aislados de
Candida spp. en una o0 mas muestras no estériles (exudados de heridas
0 mucosas, orina, heces, liquido gastrico, aspirado bronquial, drenajes,

catéteres), con o sin signos de infeccién diseminada?.

La infeccion es la existencia de uno o mas aislados de Candida spp. en
una o mas muestras significativas (sangre, liquido cefalorraquideo,
pleural, pericardio, peritoneal o articular, fragmentos de tejido, pus o
exudados de cavidades o abscesos) que deben obtenerse por un
procedimiento estéril (biopsias, puncién percutanea, intervencidn

quirdrgica), con sospecha clinica o radioldgica de infeccion?.

Las especies de Candida pueden causar dos tipos principales de
infecciones en humanos: 1) infecciones superficiales (que incluyen
candidosis cutdnea y mucosa) que afectan la piel, la mucosa
gastrointestinal, vaginal, esofagica y orofaringea, forman lesiones o
pseudomembranas blanquecinas; 2) infecciones sistémicas invasivas. En
personas inmunocomprometidas, la candidosis superficial puede superar
la débil inmunidad del huésped y diseminarse por el torrente sanguineo,
evolucionando hacia una candidosis sistémica invasiva Illamada
candidemia y eventualmente puede colonizar otros érganos y causar
una candidosis diseminada. La candidemia también se puede adquirir a

través de dispositivos médicos, como catéteres?.

I.3 Factores de oportunismo.

Los factores de oportunismo son diversos, en el cuadro 3 se muestran
las descripciones de diversos autores, quienes reportan el porcentaje de

colonizacién y los factores de oportunismo.
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Cuadro 3. Relacion entre factores de oportunismo y aislados de Candida

del tracto respiratorio?4: 36, 51-

Factores de oportunismo Porcentaje Autores, ano.
Antibioticos, mas | Colonizacién 17.8% Delisle MS, et
comorbilidades, relacion al. 2008
Pa02/Fi02 es mas baja.

Diabetes mellitus, el uso de | Colonizacion 43% Mojazi AH, et
inhibidores de la bomba de al. 2012

protones y un indice de
masa corporal bajo.

Exposicion prolongada a | Tasa de aislamiento de | Huang D, et al.
antibioticos de amplio | Candida spp. del 10 -|2020
espectro, el uso de | 56% en el liguido de

esteroides e | aspirado traqueal en
inmunosupresores, pacientes con sospecha
ventilacién mecanica, | clinica de VAP.

neutropenia y diabetes

VAP: “ventilator-associated pneumonia”

UCI. Unidad de cuidados intensivos.

Pa02/FiO2: presion arterial de oxigeno / fraccidn inspirada de oxigeno (indicador del intercambio
gaseoso).

Numerosos factores han contribuido al aumento de las infecciones
fungicas. El mas importante es una poblacién en constante expansion
con inmunocompromiso debido a la alteracidn de la barrera mucosa o
cutanea, defectos en el numero y funcidn de los neutrdfilos o en la
inmunidad mediada por células, disfuncién metabdlica y edades
extremas. El aumento del uso de antibidticos de amplio espectro,
quimioterapias citotoxicas y trasplantes aumenta aun mas el riesgo de

hongos oportunistas comunes y poco comunes®’.

La colonizacion del tracto respiratorio por especies de Candida es comun
en pacientes que reciben ventilacién mecanica por periodos de mas de
dos dias. La estancia prolongada en la unidad de cuidados intensivos vy
la hospitalizacion. Por otro lado, también son importantes las infecciones
micoticas invasivas en pacientes quirdrgicos con sepsis grave. Ademas,
el érgano mas afectado por la infeccidn micética invasiva fue el
pulmén’’.
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Candida glabrata (N. glabratus) y C. tropicalis se observan mas
comunmente en pacientes con neoplasias malignas de d&rganos
hematoldgicos o sélidos y neutropenia; las infecciones por C. krusei
ocurren especialmente en pacientes que han sido sometidos a trasplante
de células madre hematopoyéticas. Candida parapsilosis relacionada con

infecciones en neonatos y el uso de CVC”9,

I.4 Mecanismo de transmision.

El principal mecanismo de transmision es a través de la candidemia
enddgena, de las especies de Candida que constituyen la microbiota de
varios sitios anatomicos. Estas especies en condiciones de
inmunosupresion del huésped se comportan como patdgenos
oportunistas. Aparentemente, la mayoria de las personas suelen tener
una sola especie de Candida en diferentes regiones anatdmicas, sin
embargo, algunos individuos tienen mas de una especie o especies al
mismo tiempo. Este hallazgo se ha demostrado en pacientes
hospitalizados. Otro mecanismo de transmision es exdgeno, y esto
ocurre principalmente a través de las manos de los profesionales de la

salud que cuidan a los pacientes’”.

I.5. Manifestaciones clinicas de las infecciones pulmonares.

La bronconeumonia puede originarse por la diseminacion hematdégena

del hongo o por la introduccién del patégeno en el pulmdén>°,

La neumonia causada por Candida es poco frecuente en pacientes no
inmunodeprimidos, por lo que las manifestaciones clinicas son dificiles
de establecer, los sintomas son variables como: tos productiva
purulenta, dolor toracico, disnea, hemoptisis, fiebre, llegando a
insuficiencia respiratoria. Esta entidad se clasifica como primaria cuando

no existe otra manifestacién hematdgena de candidosis. La infeccién es
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rara y por lo general es resultado de la aspiracion. La secundaria es mas

frecuente y se asocia a candidosis hematdgena’: 39,

1.6 Epidemiologia.

La distribucidn de las especies de Candida varia segun la edad, la forma
clinica de candidosis y el pais (cuadro 4). Candida albicans sigue siendo
la especie mas frecuente en todo el mundo, representa el 37% en
América Latina y el 70% en Noruega; C. glabrata ha surgido
progresivamente en los EUA (20-24%); en Canada y en el norte de
Europa del 9-10%; en América Latina se reporta en baja frecuencia.
Candida parapsilosis prevalece en América Latina, Europa meridional y
Asia. Otra de las especies que predomina en América Latina es C.
tropicalis. En cuanto a la edad C. glabrata es mas frecuente en personas
mayores de 60 afos, mientras que C. albicans y C. parapsilosis
predominan en el recién nacido, receptores de trasplantes y pacientes
gue reciben nutricion parenteral. Candida tropicalis se asocia

comunmente a pacientes con neutropenia y malignidad3! >8 78,

Los datos de morbilidad han sido dificiles de estimar, debido al conflicto
que existe para catalogar a Candida spp. como comensales o causantes
de infeccion. En la literatura se ha descrito que la candidosis invasiva
(CI) ha afectado a mas de un cuarto de millén de personas y es la causa

de mas de 50,000 muertes en el mundo por afio3!.

En la Gltima década, C. albicans ha mostrado una tendencia a producir
menos CI, mientras que C. tropicalis y C. parapsilosis muestran una
tendencia opuesta. La mortalidad en las infecciones debidas a especies
de Candida diferentes a C. albicans es mas elevada que las producidas

por C. albicans®8.
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Cuadro 4. Epidemiologia de la candidemia y candidosis invasiva en

diferentes paises31: >4/ 71, 84,

Candidosis | Morbilidad Especie Mortalidad Pais, Autor,
predominante ano (ano)
Candidemia | 1.1 casos por | C. parapsilosis 46% Costa Villalobos-
cada 1000 |y C. albicans Rica, Vindas, et
pacientes 2007- al. (2016)
ingresados. 2010
Candidosis | 4,103 C. albicans, la _ México, Reyes-
superficial pacientes con | diferencia 2005- Montes,
sospecha, en |depende de la 2015 et al.
el 51.1% fue | forma clinica y (2017)
positivo. otras especies.
Candidosis | 4,387 C. albicans y C. _ México, | Reyes-
invasiva pacientes con | tropicalis 2015 Montes,
sospecha, en et al.
el 49.8% fue (2017)
positivo
Candidosis | 705 casos C. albicans, C. 30% Espafia, | Nieto, et
invasiva glabrata y C. 2011- al. (2015)
parapsilosis 2012
Candidemia | 252 casos C. albicans y C. 50% Arabia Ghazi, et
tropicalis saudita, |al. (2019)
2002-
2009
Candidemia | 289 casos C. albicans y C. - Qatar, Ghazi, et
glabrata 2009- al. (2019)
2014
Candidemia | 1,062 C. albicans y C. - Turquia, | Ghazi, et
aislados parapsilosis 1996- al. (2019)
2012
Candidosis | 28 aislados de | C. parapsilosis 42.8% Turquia, | Ghazi, et
invasiva infantes y C. albicans 2000- al. (2019)
2007
Candidemia | 235 pacientes | C. albicans y C. 41% Turquia, | Ghazi, et
glabrata 2007- al. (2019)
2014
Candidemia | 125 pacientes | C. albicans y C. - Iran, Ghazi, et
parapsilosis 2014- al. (2019)
2015
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La asociacién de especies mas frecuente que causa infeccién por
Candida es C. glabrata y C. albicans, en aproximadamente el 70% de

los pacientes con candidosis oral’8.

De acuerdo con los datos reportados en la literatura internacional
informaron el rango de la incidencia de neumonia por Candida, la cual
oscila entre el 0.23% vy el 0.4%. El diagndstico y tratamiento tempranos
de las infecciones por Candida son dos factores clave para disminuir las
tasas de mortalidad en los pacientes con la asociacién de varios factores

de riesgo? 42,

1.7 Pruebas diagnésticas.

I1.7.1 Pruebas seroldgicas.

Las pruebas que se realizan estan relacionadas al diagnostico de CI, el
estandar de referencia es el cultivo de sitios estériles (sangre, liquido
peritoneal y liquido pleural). La sensibilidad general de los hemocultivos
es del 50% (rango 21-71%). La sensibilidad del cultivo para sitios no
estériles es del 42% (rango 30-61%) y esta limitada por la necesidad

de cirugia o procedimientos invasivos32.

De los ensayos antigeno/anticuerpo sin cultivo para el diagndstico de CI
se encuentra la deteccion de mananos y las inmunoglobulinas anti-
manano, que tienen sensibilidad y especificidad de 83% y 96%,

respectivamente, al usarlas en combinacion32/ 49,

El 1-3 B-D-glucano (BDG), es un polisacarido de la pared celular que se
encuentra en la mayoria de los hongos. Varios estudios de meta-analisis
mostraron que el ensayo de Fungitell® que detecta BDG en suero tiene
una sensibilidad y especificidad del 80% y del 82%, respectivamente. La

principal limitacién es el niumero de afecciones asociadas con resultados
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falsos positivos, ya que se pueden detectar micosis por hongos

diferentes a Candida3?.

La deteccion de BDG en el aspirado endotraqueal y el lavado bronqueo
alveolar (LBA) fueron mejores predictores de sospecha de candidosis

pulmonar en comparacion con la BDG sérica°.

Finalmente, los hallazgos radioldgicos de las infecciones pulmonares por
Candida son inespecificas, lo que hace que el diagndstico sea dificil de
confirmar y carece de métodos para la diferenciacion entre

comensalismo, colonizacién e infeccidn por especies de Candida*°.

Algunos autores han descrito la diferenciacion por UFC/mL entre estas
entidades, aunque aun la colonizacion no se distingue claramente de la
infeccion, debido a la ausencia de umbrales especificos, los valores
pueden variar dependiendo de la muestra, por ejemplo =102 UFC/mL
para la obtencion de la muestra por cepillado; =10* UFC/mL para
aspirados bronquiales, independientemente de Ila especie de
microorganismos. Laroumagne et al., tomaron como referencia los
valores que se muestran en el cuadro 5 para la diferenciacion entre
comensalismo e infeccidn bacteriana en pacientes con cancer de
pulmoén, a pesar de que su estudio estaba enfocado en la deteccion de

bacterias, aislaron a C. albicans en el 13. 9%42,

Cuadro 5. Numero de UFC/mL de acuerdo con el tipo y/o infeccién+2,

Tipo de manifestacion | UFC/mL
clinica.
Comensalismo <102
Colonizacion >102
Infeccion >10°
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I.7.2 Toma de muestra.

La toma de muestras para el diagndstico de micosis pulmonares por
Candida spp. presenta ciertas limitaciones debido a que estos hongos se
encuentran en la cavidad bucal, por lo que la toma de muestra es de
suma importancia, asi como el nimero de levaduras presentes en los
especimenes. Existen diferentes métodos para obtener muestras del
sistema respiratorio, algunas técnicas son invasivas como el lavado
bronquial (LB) y el LBA, mientras que otras como el esputo y el aspirado
traqueal son mediante métodos no invasivos, a continuacién, se

describe en qué consisten cada uno de ellos?®.

El esputo se obtiene por la expectoracion espontdnea o inducida
mediante nebulizadores, ademas de microorganismos contiene una
mezcla de componentes entre los que se encuentran células del epitelio
respiratorio del huésped, proteinas y otros componentes del exudado
producido en los pulmones, como resultado de la respuesta inflamatoria.
Su utilidad es minima debido a la gran cantidad de microorganismos que

se encuentran en el tracto respiratorio superiori?.

El aspirado traqueal o endotraqueal es el método mas sencillo para
obtener liqguido o exudado respiratorio de los pacientes con ventilacidon
mecanica. La obtencién de la muestra se realiza por aspiracién a través
del tubo endotraqueal, las muestras mucoides o viscosas, se pueden
diluir con solucién salina (Figura 2). Este método es recomendado para
la deteccion cuantitativa de los agentes causales de la infeccién del

tracto respiratorio inferiorl?,

El lavado bronquial se realiza a través de una broncoscopia donde se
instilan de 5 a 10 mL de solucién salina en un bronquio principal,

seguida de una aspiracién inmediata para la obtencion de la muestra.
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Esta muestra es similar al aspirado traqueal, ya que no representa

material bronquial, ni alveolar?!®.

Figura 2. Material utilizado para obtener las muestras de LAT.

El lavado bronqueo-alveolar. Con el broncoscopio situado en el bronquio
se instilan de 20 a 100 mL de solucidn salina estéril, la cual se aspira
tratando de recuperar la mayor cantidad de liquido, se toman varias
alicuotas descartando la primera, ya que suele contener exceso de
células, esta muestra se considera que lava y obtiene material de

alrededor de un millén de alvéolos?®.

I.7.3 Pruebas fenotipicas para la identificacion de Candida spp.

La identificaciéon de las levaduras se puede llevar a cabo siguiendo

cuatro criterios: morfoldgicos, bioquimicos, inmunoldgicos o genéticos*3.

Los criterios morfoldgicos incluyen las caracteristicas microscopicas o
macroscopicas. 1. Macroscépicas. Crecimiento de las especies Candida
en diferentes medios de cultivo como agar sangre, agar chocolate, ADS
con o sin antibioticos. Generalmente, las colonias crecen de forma
definida, planas o convexas, cremosas y de color blanco-beige. 2.
Microscépicos incluyen la prueba de formacion de tubo germinativo,

producciéon de hifas y clamidoconidios?3.
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El tubo germinativo es una extensidon cilindrica del blastoconidio, sin
estrechamiento en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula
progenitora y su longitud tres o cuatro veces mayor que la célula madre.
La prueba de tubo germinativo identifica a dos especies C. albicans y C.
dubliniensis. La metodologia mas utilizada consiste en colocar una
pequena porcidn de la colonia de 24 h de crecimiento en suero humano
o de conejo, incubar a 37°C por dos h, pasando el tiempo colocar una
gota en un portaobjetos cubriendo con un cubreobjetos y observando al

microscopio con el objetivo de 40x43.

Otras técnicas que han sido probadas para la formacion de tubo
germinativo son, sueros de distintos animales (conejo, caballo o la
mezcla de ambos); medios liquidos (caldo de soya tripticasa o el agua
peptonada) mostrando sensibilidad del 35% al 95%; medios sdlidos
como agar crema de arroz, medio oxgall al 2% o el agar infusion de
arroz-oxgall-Tween 80, por la técnica de Dalmau, los cuales mostraron
sensibilidades del 98-100%, sin embargo, la desventaja seria que no
estan disponibles comercialmente. Rimek et al., evaluaron el agar
Mueller-Hinton (AM-H) para la formacién de tubos germinativos,
obteniendo una sensibilidad del 91.5% para la identificacidon presuntiva
de C. albicans y C. dubliniensis, mientras que la especificidad fue del 96
al 100%. La mejor especificidad fue obtenida al incubar la muestra por 2
h, ya que a mayor tiempo los aislados de C. tropicalis forman

estructuras similares que pueden dar falsos positivos’3.

Los clamidoconidios son estructuras de formas redondas (tres a cuatro
veces el tamano del blastoconidio), de 6-12 ym de didmetro y pared
gruesa. Esta forma es caracteristica de C. albicans y C. dubliniensis y se
emiten en respuesta a las condiciones pobres en nutrientes. La
produccion se obtiene en agar harina de maiz adicionado con Tween 80,

sembrado por la técnica Dalmau, la cual consiste en sembrar
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paralelamente tres lineas separadas por 1 cm, colocando un cubreobjeto
sobre la superficie donde se encuentra el inoculo, las placas se incuban
a 30°C por 24-48 h y observando al microscopio en 40X. Otros medios
utilizados son el cultivo sélido Oxgall- Tween-acido cafeico, leche diluida

y agar papa zanahoria con Tween 80 (APZ)%3,

La formacion de clamidoconidios y tubos germinativos son
micromorfologias caracteristicas de C. albicans y C. dubliniensis, por lo
gue su diferenciacidn por estas técnicas es complicada. Varias pruebas
basadas en caracteristicas fenotipicas han sido desarrolladas como la
discriminacion basada en el color de la colonia en CHROMagar
Candida®, el crecimiento a 42-45°C y los perfiles de asimilacion de
diversos sustratos, aparentemente sin ser totalmente confiables. Los
diferentes medios de cultivo que han sido probados para obtener la
diferenciacion entre estas dos especies se basan principalmente en la
morfologia de la colonia, algunos de estos medios son: agar de
creatinina de semillas de Niger (agar Staib), agar acido cafeico-citrato
férrico, agar de semilla de girasol. Khan, et al., propusieron que el agar
tabaco quiza podria ser Util para la diferenciacién entre C. albicans y C.
dubliniensis; los resultados demostraron que los aislamientos de C.
dubliniensis desarrollaron colonias rugosas de color marrén-amarillento
con bordes de hifas periféricas después de la incubacion de 48 a 72 h a
28°C, formando abundantes clamidoconidios, principalmente en las hifas
periféricas. Por el contrario, los aislamientos de C. albicans mostraron
colonias lisas de color blanco a crema, sin franjas de hifas, ni
clamidoconidios incluso después de una prolongada incubacién de 10

dias3’.

Los cambios morfoldégicos pueden ser inducidos por una serie de
estimulos diferentes, como la temperatura, pH, el nivel de oxigeno y la

disponibilidad de nutrientes. La formacion de clamidoconidios no ha sido
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muy estudiada y hasta la fecha se desconoce su funcién, sin embargo, el
hecho de que se hayan conservado sugiere una funcion importante.
Aunque los clamidoconidios se semejan a las esporas vegetativas,
tienen limitaciones, ya que no son mas resistentes al calor, a la
sequedad y a la disminucion en la cantidad de nutrientes. Los medios
inductores tipicos son ricos en fuentes complejas de carbono (ejem.,
harina de maiz o arroz) y detergentes. Candida dubliniensis produce
mayor numero de clamidoconidios en comparacion con C. albicans que
puede permanecer en forma de blastoconidios. Algunos autores
consideran la diferenciacion fenotipica entre estas dos especies por la

formacion o ausencia de clamidoconidios 16/ 37, 43,

Bottcher, et al. realizaron un estudio para demostrar los efectos que
tienen diferentes estimulos sobre la produccion de clamidoconidos en C.
albicans y C. dubliniensis. Sus resultados muestran que la adicidon de
una fuente de carbono fermentable y facilmente disponible
(monosacaridos y disacaridos) como la glucosa al 2%, galactosa,
maltosa, sacarosa y suero (contiene glucosa), inhibieron la formacién de
clamidoconidios en C. albicans. Sin embargo, la presencia de fuentes
adicionales de carbono y nitrégeno disminuyd la formacién de estas
estructuras en C. dubliniensis. El agar-agua, medio altamente
restringido en nutrientes indujo la formacion de estas estructuras en las
dos especies. Un medio minimo que proporciona solo trazas de metales,
vitaminas y minerales esenciales es la base de nitrégeno de levadura,
este medio indujo facilmente clamidoconidios en ambas especies. Los
medios inductores de clamidoconidios comunes se basan en maiz o
arroz y, por lo tanto, son ricos en almidén, lo que indica que los
polisacaridos tienen un efecto inductor o al menos no represor sobre el
desarrollo de clamidoconidios. La glucosa es un importante inductor de

hifas y represor de clamidoconidios en C. albicans, mientras que el
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mismo sustrato juega el papel opuesto, aunque menos pronunciado, en
las transiciones morfogénicas de C. dubliniensis. La suplementacién con
fuentes de carbono no fermentables como el glicerol y la lactosa no
inhibié, sino que mejoré la esporulacidon de C. albicans. Solo los
nutrientes facilmente utilizables pueden bloquear la formacion de
clamidoconidios en respuesta a la limitacién en nutrientes. Otro factor
inductor de la formacidn de clamidoconidios por C. albicans es la

incubacion en la oscuridad?®.

La formacion de hifas o pseudohifas es util para la identificacion de
algunas especies de Candida, las pseudohifas tienen zonas de
constriccion y paredes celulares menos rigidas. Las hifas son
extensiones de forma tubular de la célula con paredes gruesas,
paralelas. La produccién de pequenas cantidades de blastoconidios, muy
esparcidos o en agrupaciones pequenas a lo largo de las hifas nos puede
indicar que se trata de C. tropicalis. Los blastoconidios de C. parapsilosis
y C. krusei se disponen a lo largo de las pseudohifas, siendo esta la
caracteristica que permite su identificacion; ademas, algunos aislados

pueden producir hifas gigantes*3.

Otra prueba fenotipica para la identificacion de las especies de Candida
es la resistencia/sensibilidad a la cicloheximida al 0.1% contenida en el
ADS-CC, C. albicans, C. guilliermondii (0.01%) y C. tropicalis son
resistentes, mientras que la sensibilidad se observa en C. krusei, C.

parapsilosis, y C. glabratal®,

La identificacion mediante criterios bioquimicos incluye los procesos
enzimaticos, de asimilacién de nutrientes por técnicas semiautomaticas
o automaticas y bioquimicos-enzimaticos. Los sistemas enzimaticos
consisten en la deteccién de dos enzimas que solo C. albicans produce

(B-galactosaminidasa y L-prolina aminopeptidasa). La asimilacion de

24



nutrientes consiste en el crecimiento puro del aislado en diferentes
sustratos, entre los mas utilizados se encuentran el auxonograma
convencional, auxacolor® y el Sistema Uni-Yeast-Tek®. Los sistemas
manuales simplifican el uso y la interpretacion de estos métodos, uno de
los mas comunes es el API 20C AUX® que se compone de 20 pozos con
sustratos deshidratados, que se inoculan con un medio minimo
semisdlido y donde los aislados solo crecen si asimilan estos nutrientes
(Figura 3 y 4), permite la identificacion de 34 especies diferentes. El
sistema Vitek 2® es un método automatizado, estd basado en
tecnologia de fluorescencia, se compone de las tarjetas de analisis con
63 pozos, una consola satélite que almacena la informacién, un maddulo
incubador, un médulo principal donde se procesa la informacidon gracias
a un software de analisis y un sistema experto avanzado, identifica 51
especies diferentes (Figura 5). Por ultimo, los sistemas bioquimicos-
enzimaticos como el sistema RapID Yeast Plus System®, el cual
consiste en un panel de 18 pozos (Figura 6); cada uno contiene un
sustrato convencional o cromogénico que detecta la asimilacion de
carbohidratos o aminoacidos, asi como la hidrolisis de la urea y de
acidos grasos, permitiendo identificar aproximadamente 43 especies de

levaduras43.

Finalmente, MALDI-TOF es una técnica que se basa en el patrén proteico
unico mostrado por cada especie microbiana y su deteccién de las
proteinas ribosomales usando un ldser UV. Las bases de datos
disponibles estan actualizadas para identificar especies comunes y raras
de importancia médica. Su uso en la identificacion de levaduras,
especialmente de los géneros Candida y Cryptococcus, se realiza
directamente desde el crecimiento de las colonias en medios de cultivo y
desde especimenes clinicos. Aunque, algunas levaduras como las

especies de Trichosporon han representado un desafio para este sistema
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de identificacion; el uso de kits comerciales de asimilacion ha ayudado
a superar este problema. La limitacion de este método es |la

identificacion confiable en muestras polimicrobianas>”’.

Figura 3. Galeria de API 20C
AUX®. Codigo 2000104 que

i tifi . Kk i | ID
identifica a ngrgf/fl con e de Figura 5. Equipo Vitek 2®

Figura 6. Galeria de RapID Yeast
Plus System®.
Figura 4. Galeria de API 20C
AUX®. Cbédigo 2000040 que
identifica a C. glabrata con el ID
de 99.4%.

1.7.4 Medios cromdgenos para la identificacion presuntiva de
Candida spp.

En la actualidad existe una gran variedad de estos medios tales como
CHROMagar Candida®, Cromogen Albicans®, Candida ID®. La
incorporaciéon de medios con sustratos cromogénicos ha sido un gran
adelanto en la identificaciéon presuntiva de levaduras, a la vez que ha
permitido reconocer la presencia simultanea de dos o mas especies en
una misma muestra clinica. Estos medios que contienen sustratos
cromogénicos que, ante la presencia de actividad enzimatica especifica

de las levaduras, producen un color determinado, de tal manera que nos
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da un indicio sobre la especie que puede estar causando colonizacidon o
infeccion por hongos*3. Los dos sustratos disenados son 5-bromo-4-
cloro-3-indol N-acetil B-D-glucosamida (X-NAG) y 5-bromo-6-cloro-3-
indol fosfatasa p-toludina (BCIP) que detectan la actividad de las
enzimas hexosaminidasa y fosfatasa alcalina, respectivamente. X-Gal

detecta B-galactosidasa activa® 83,

CHROMagar Candida® es un medio selectivo y diferencial para el
aislamiento e identificacion de tres especies de Candida: C. albicans, C.
tropicalis y C. krusei, las cuales crecen de color verde, azul-gris oscuro
con un halo purpura y color rosa, respectivamente. Después de 24-48 h
de incubacién a 37°C. Las colonias presentan una coloracién resultante
de la asimilacion de sustratos cromogénicos por enzimas especificas de

la especie?3.

Inicialmente, Odds en 1994 evalud la especificidad y sensibilidad del
medio CHROMagar Candida® en varios aislados, para evitar confusién
en la determinacion del color utilizaron la Guia de colores Pantone®,
donde C. albicans mostré un color verde amarillo a verde azulado. La
sensibilidad y especificidad para el reconocimiento de C. albicans fue del
100%. Estos datos permitieron la identificacion presuntiva de esta
especie. Los aislamientos de C. tropicalis desarrollaron un color central
azul-gris oscuro después de 48 h de incubacién. Las colonias estaban
rodeadas por un halo de color marrén oscuro a purpura. La sensibilidad
y especificidad fueron >99%. La especificidad y sensibilidad para la
presunta identificacion de C. krusei fue la forma de colonia de color rosa

palido, extensa, plana y rugosa fueron >99 y 100%, respectivamente>>.

Dos anos mas tarde, por la aparicion de especies menos sensibles a
fluconazol se requeria de una deteccion mas rapida, por lo que Pfaller,

et al., utilizaron el medio CHROMagar Candida®, encontrando que este
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medio identificd correctamente el 94% de los aislados de C. glabrata, el
95% de los aislados de C. albicans y el 100% de los aislados de C.
tropicalis y C. krusei. Ademas, su experimento comparaba a CHROMagar
Candida® con agar papa dextrosa y ADS, los resultados mostraron que,
de 207 aislamientos, CHROMagar Candida® fue mas sensible que ADS
en la deteccidn de C. tropicalis y menos sensible en la deteccion de C.
parapsilosis. Otra ventaja de CHROMagar Candida® fue el crecimiento
adecuado de diferentes especies de Candida similar al observado con
agar Sabouraud glucosa. Este medio fue de utilidad para tomar
directamente la colonia y continuar con los procedimientos estandar de
identificacion y pruebas de sensibilidad sin alterar en la exactitud de los
resultados. Por otra parte, el 92% de las identificaciones de Vitek® de
aislados cultivados en CHROMagar Candida® coincidieron con los de los

aislados cultivados en agar papa dextrosa o ADS®8,

De acuerdo con el fabricante CHROMagar Candida® puede identificar a
C. albicans, C. tropicalis y C. krusei, por lo que Hospenthal, et al.,
experimentaron sobre la posible identificacion de otras especies en este
medio, sus resultados demostraron mayor variacion en los aislamientos
de C. parapsilosis de todas las especies analizadas, tanto en color como
en morfologia de la colonia; mientras que C. glabrata fue facilmente
identificable, por las caracteristicas de la morfologia de la colonia y el
color, destacando colonias pequenas, convexas, de color rosa oscuro a
purpura. Los aislamientos de C. glabrata tipicamente producian colonias
con bordes delgados y palidos y un pigmento purpura intenso que se

difundia en el medio3>.

Candida auris es una levadura patdgena resistente a multiples farmacos,
que ha mostrado brotes importantes, especialmente en la UCI.
CHROMagar Candida® no identifica presuntivamente a esta especie, ya

gue crece de un color inespecifico de blanco a malva. Recientemente, en
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2021, se introdujo un nuevo medio cromogénico denominado
CHROMagar Candida Plus® (CHp), desarrollado para discriminar las
colonias de C. auris, las cuales crecen y producen un color azul claro
especifico con un halo azul. Mulet et al., evaluaron a CHp, sus
resultados demostraron que C. auris se puede diferenciar de C.
parapsilosis, ademas de que CHp detectd a un aislado de C. albicans, C.
glabrata y ocho C. auris que no crecieron en CH. Los datos de
especificidad fueron del 100% para C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis, C. auris y C. tropicalis, mientras que la sensibilidad fue del
99.3% para C. albicans, del 98.8% para C. glabrata y del 100% para las
demas especies. En el cuadro 6 se muestran las tonalidades que se
observan para cada especie en CH y CHp y las condiciones de

incubacion>2,

Cuadro 6. Diferencia en las tonalidades del color en las especies de
Candida en CH y CHp>2.

Especie Color CH Color CHp
48 h, 35 - 37°C |36 — 48 h, 30 - 37°C
C. albicans Verde Azul turquesa - verde
C. krusei Rosa, borroso Rosa a morado con
bordes blancos
C. glabrata Purpura claro a|Rosa a morado
fuerte
C. tropicalis Azul metalico Azul metalico con halo
rosa
C. auris Blanco a purpura | Azul claro con halo azul
claro
Complejo C. |Blanco a purpura | Azul claro
parapsilosis claro

1.8 Antifungicos.

Actualmente son dos las clasificaciones mas utilizadas para incluir a los
antifingicos: en base a su diana o mecanismo de actividad (Figura 7)

sobre la célula fungica y por su estructura quimica (cuadro 7). En los
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afios 60 existia una larga lista de compuestos con actividad antifungica
que se obtuvieron de cultivos de actinomicetales, uno de los ejemplos
fueron los polienos que son compuestos macrélidos que comparten
caracteristicas quimicas, pero difieren en sus espectros de absorcion de
acuerdo con el numero de dobles enlaces conjugados presentes en su
estructura (de tres a siete), un éster en la parte interna, con un grupo
carboxilo libre y una hexosa lateral asociada a un grupo amino primario
denominado micosamina, son inestables en presencia de la luz y en
soluciones acidas o alcalinas, asi como insolubles en agua. Los tres
polienos usados con mayor frecuencia son nistatina, natamicina y
anfotericina B, este Ultimo es un heptaeno aislado de Streptomyces
nodosus (Figura 8), son fungicidas debido a su capacidad de interactuar
con el ergosterol dentro de la membrana celular para generar poros,
causando pérdida de contenido citoplasmatico. Los estudios realizados
han demostrado la elevada afinidad de la anfotericina B por el
ergosterol, es decir diez veces mayor que su afinidad por el colesterol;
este hecho, le confiere cierta selectividad por las membranas flngicas.
La anfotericina B es uno de los antifungicos de mayor espectro
disponible hasta el momento, y se utiliza por via intravenosa,

principalmente para el tratamiento de micosis graves’>.

Los azoles son compuestos heterociclicos que estan estructuralmente
relacionados con el pirrol compuesto de un anillo de cinco miembros. En
los azoles, uno o mas de los atomos de carbono en el anillo pentagonal
del pirrol se reemplazan por heterodtomos que pueden ser atomos
adicionales de nitrégeno, oxigeno o azufre. Si el anillo tiene dos atomos
de nitrogeno el compuesto resultante es un imidazol (ketoconazol,
miconazol, clotrimazol). Si hay tres atomos de nitrégeno los compuestos
se denominan triazoles, donde se encuentran los de primera generacion

(fluconazol (Figura 9) e itraconazol) y los de segunda generacién
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(voriconazol (Figura 10) y posaconazol). Los azoles son compuestos
sintéticos o semisintéticos que pueden considerarse derivados de los

compuestos de un solo anillo imidazol o de los isomeros del triazol4®: 74

Los azoles inhiben la biosintesis de ergosterol interfiriendo con la enzima
fungica (codificada por el gen ERG11) lanosterol 14a demetilasa. Una
funcién clave de esta enzima es convertir lanosterol en ergosterol y la
inhibicion de este paso conduce al agotamiento del esterol en la
membrana celular fungica. Tienen una actividad fungistatica o fungicida

contra especies de Candida’4.

Las equinocandinas son lipopéptidos hidrosolubles semisintéticos,
derivados de la fermentacién de productos del hongo Glarea lozoyensis.
Entre los farmacos de este grupo se encuentran: caspofungina,
micafungina y anidulafungina. Es activo in vitro e in vivo frente a las
especies de Candida, incluidos aislados resistentes a los azoles.
Caspofungina (Figura 11) inhibe la sintesis de (1-3)-B-D-glucano,
componente de la pared celular fingica, a través de la inhibicidon de la
enzima (1-3)-B-D-glucano sintetasa, debido a su baja biodisponibilidad

por via oral solo se administra por via endovenosa34.

5-flucitosina (Figura 12) es un antifingico que entra en la célula fungica
a través de una citosina permeasa, es convertido por el hongo en 5-
fluorouracilo. Este analogo nucledsido se incorpora a las moléculas de
ARN y posteriormente interfiere con la sintesis de proteinas dentro de la

célula fungica33.
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Figura 7. Esquema que muestra los sitios de accion de algunos
antifungicos. (Tomada de Qiseth A, et al. 2022°5).

Cuadro 7. Clasificacion de los antifungicos en base a su estructura

quimica® 33,
Nombre Mecanismo de
accion
Polienos Anfotericina B Membrana
citoplasmatica
Azoles Imidazol: ketoconazol. Membrana
Triazoles: fluconazol, citoplasmatica, que
itraconazol. inhibe la enzima
Triazoles de segunda 14a-demetil-
generacién: voriconazol, lanosterol.
ravuconazol, posaconazol,
isavuconazol.
Equinocandinas | Caspofungina, anidulafungina, | Pared celular,
micafungina inhibiendo (1,3)-B-
glucano sintasa
Pirimidinas Flucitosina. Nucleo, a través de
una citocina
permeasa.
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Figura 12. Estructura quimica de flucitosina33.

I1.8.1 Mecanismos de resistencia a los antiflingicos por especies
de Candida.

La resistencia se define como la falta de sensibilidad relativa in vitro de
un hongo a un farmaco antiflngico concreto. La resistencia

microbioldgica se puede dividir en tres grupos?!3:
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1. Resistencia intrinseca o innata: Es la que presentan todos los
hongos de wuna misma especie, sin exposicidon previa al
antifungico.

2. Resistencia primaria: ocurre en una especie fungica normalmente
sensible a un antifungico, cuando aparecen de forma espontanea
aislados resistentes, sin haber estado en contacto previo con el
antifungico.

3. Resistencia secundaria o adquirida: Es la que se desarrolla
después de la exposicidén a los antifungicos y que puede ser debida
a alteraciones fenotipicas o genotipicas que se manifiestan de

forma estable o transitoria.

En los mecanismos implicados en la resistencia intrinseca destaca la
capacidad de formacidn de biopeliculas. Las biopeliculas muestran
resistencia a los antifungicos mediante tres mecanismos: a) la
heterogeneidad de morfologias (blastoconidios, pseudohifas e hifas); b)
la capacidad de secuestrar algunos antifungicos en la matriz extracelular
yce
conforman la biopelicula mediante el uso de sefiales para activar genes

I\\

guorum sensing”, que es la respuesta de todas las células que

coordinadamentel3,

En algunas especies de Candida, dependiendo del farmaco se han
descrito dos mecanismos de resistencias: 1) resistencia antifungica
primaria (intrinseca), donde el patégeno nunca se inhibe, alin con dosis
altas; 2) secundaria (adquirida) surge a través de la exposicion al
antifungico por un periodo prolongado, principalmente si el farmaco es

fungistaticol4 46. 78,

La resistencia a la anfotericina B es poco comun durante el tratamiento,
pero los informes de aislados que exhiben una concentracién minima

inhibitoria (CMI) elevada, cada vez es mas frecuente. La resistencia a
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los polienos es el resultado de la alteracion en la ruta de biosintesis de
ergosterol, debido a mutaciones en ciertos genes que codifican enzimas
claves en la sintesis de esteroles. Las mutaciones que han sido
reportadas son en los genes ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 y ERG11 de C.
albicans. En los aislados de C. glabrata se han identificado mutaciones
en el gen ERG6. En la Figura 13 se muestra un ejemplo de la mutacion

en los genes ERG que impide la uniéon de AMB14. 78,
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Figura 13. Representacion de resistencia a AMB. (Tomada de Bohner F.

2022)14,

Los farmacos azoles se han indicado ampliamente en los pacientes por
su actividad y su toxicidad reducida, lo que ha llevado a que los hongos
desarrollen resistencia a este grupo de antifungicos, particularmente a

fluconazol’s.

Los diversos estudios de vigilancia global han reportado un aumento en
la resistencia a los antifungicos a través de los afos, desde la
introduccién del farmaco para uso clinico. En el cuadro 8 se muestran
los resultados de diferentes estudios y el porcentaje de resistencia

observado’®.

La resistencia a los azoles se asocia principalmente con la modificacidon
de la via biosintética del ergosterol. Ya se han identificado mutaciones
puntuales en regiones de puntos calientes de ERG11 en aislamientos

resistentes de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C.
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auris. Estas mutaciones (como Y132H, Y132F, K143R en C. albicans)

reducen la capacidad de los azoles para unirse a la enzima diana,

disminuyendo la actividad toxica de los antifungicos!4.

Cuadro 8. Resistencia a los antifingicos por especies de Candida’®.

Especie Antifiangico | Aislamientos | Resistencia| Autor,
aino
Candida FLZ >190,000 9.8% Pfaller, et
spp. al. 1997 -
2007
Candida VRZ >190,000 <5.02% Pfaller, et
spp. al. 1997 -
2007
C. albicans FLZ 3107 0.4% Pfaller, et
al. 2010 -
2011
C. glabrata FLZ 3107 8.8% Pfaller, et
al. 2010 -
2011
C. tropicalis FLZ 3107 1.3% Pfaller, et
al. 2010 -
2011
C. FLZ 3107 2.1% Pfaller, et
parapsilosis al. 2010 -
2011
C. glabrata VRZ 3107 10.5% Pfaller, et
al. 2010 -
2011
Candida Equinocandinas 3107 0-1.7% Pfaller, et
spp. al. 2010 -
2011

En C. krusei es bien conocida la resistencia innata a fluconazol y una

reduccion en la sensibilidad a anfotericina BY”.

Diversos autores han descrito la resistencia en lo aislados de C. glabrata

a todos los azoles y alrededor del 20% de los aislados desarrollan

resistencia durante la terapia y la profilaxis a fluconazol’8.
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La resistencia a las equinocandinas esta mediada por mutaciones en las
regiones altamente conservadas del gen FKS que codifica la glucano
sintetasa. En aislados de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
krusei y C. tropicalis se han descrito casos de resistencia. Varios
estudios han demostrado que la fungemia persistente y la mala
respuesta al tratamiento son mas frecuentes en infecciones por C.
parapsilosis. Los aislamientos con mutaciones puntuales en FKS1 y FKS2
se encuentran con frecuencia en entornos clinicos, lo que sugiere que
estas modificaciones tienen un papel in vivo a medida que se desarrollan

después de la terapia con equinocandinas!# 74,

En general, fluconazol es activo contra C. albicans, C. parapsilosis y C.
tropicalis. Itraconazol es moderadamente activo contra las especies de
Candida, con la excepcion de C. glabrata. Voriconazol ejerce actividad
fungicida contra la mayoria de las levaduras y es activo contra especies
de Candida resistentes a fluconazol, con la excepcion de C. tropicalis.
Posaconazol ejerce actividad fungistatica contra C. glabrata, C. tropicalis

y C. parapsilosis’g.

Todas las equinocandinas presentan actividad fungicida, son altamente
activas contra C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis tanto in vitro como
in vivo. Es importante destacar que los valores de CMI son mas altos en
aislados de C. parapsilosis al compararlos con la mayoria de otras

especies de Candida’s.

1.9 Pruebas de sensibilidad in vitro.

I.9.1 Método de microdilucion en caldo.

Las pruebas de sensibilidad en antifungicos se han llevado a cabo por
métodos cualitativos y cuantitativos basados inicialmente en técnicas de

difusidon en agar o difusion de disco que llevaron a resultados diversos
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como los propios métodos. En la busqueda de métodos estandarizados y
de referencia se crearon comités institucionales, para cumplir con las
normas y plasmar en documentos los consensos realizados. En 1982, el
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en
inglés) antes conocidas como Comité Nacional de Normas de Laboratorio
Clinico, el cual establecié un subcomité para la revision de las pruebas
de sensibilidad antifungica. La recopilacion de datos fue documentada
tres afos mas tarde y declararon que aproximadamente el 20% del
hospital y los laboratorios de referencia estaban realizando pruebas de
sensibilidad antifUngica como parte de su programa de atencién al
paciente. Las pruebas antifingicas se limitaron a variaciones de un
método en caldo para hongos levaduriformes. Debido a la diferenciacién
en los resultados obtenidos en cepas sensibles y/o resistentes se
concluyé que era necesario desarrollar un método estandar para estas
pruebas. El objetivo fue desarrollar un método de microdilucién en caldo
reproducible entre laboratorios. Siete afios después del informe inicial se
disefid un documento preliminar (M27-P) que incluyo los siguientes
parametros: el uso de un medio sintético (RPMI-1640), in6culo a una
concentracion final de ensayo de 0.5 a 2.5 x 103 UFC/ml, temperatura
de incubacién de 35°C durante 48 horas. Los criterios para determinar
la CMI fueron los siguientes: para anfotericina B la ausencia de
crecimiento, es decir épticamente claro y para los azoles una reduccion
del 80% en el crecimiento. Con aportaciones de la comunidad cientifica,
este método se ha sometido a revisiones periddicas (M27-A, M27-A2,
M27-A3, M27-S4) y se ha modificado a su versidon actual de M27-60 Ed2
(2020)%’. En este ultimo documento se propuso el uso de DMSO como
solvente para todos los antifungicos (Cuadro 9) y se clasificaron los
puntos de corte de algunas especies y los diferentes antifungicos?2.
Mientras que este método se estaba desarrollando en Estados Unidos, la
comunidad europea comenzd a trabajar en un método estandar similar.
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El método EUCAST (European Community Antifungal Susceptibility
Testing), con algunas diferencias como: mayor concentracion de glucosa
al caldo RPMI-1640. La cual facilita la tasa de crecimiento de hongos
permitiendo que la CMI se determine a las 24 horas. Los estudios han
demostrado que los dos métodos son equivalentes y en conjunto las
cepas probadas presentaron CMI similares, independientemente del
método utilizado?’. En el cuadro 10 se presentan los puntos de corte
establecidos por el CLSI para las cepas de referencia C. krusei ATCC
6258 y C. parapsilosis ATCC 22019 por el método de microdilucion en

caldo.

Cuadro 9. Solventes y diluentes para la preparacion de las soluciones

madre de los antifungicos en las pruebas de microdilucién en caldo?2.

Antifingico | Solvente | Diluyente
Anfotericina B DMSO RPMI
Caspofungina DMSO RPMI
Fluconazol DMSO RPMI
Isavuconazol DMSO RPMI
Itraconazol DMSO RPMI
Posaconazol DMSO RPMI
Voriconazol DMSO RPMI

DMSO: dimetil sulfoxido
Cuadro 10. Limites de CMI a las 24 h para cepas control de calidad por

microdilucion en caldo?2.

Organismo Antifangico CMI (pg/mlL) % de CMI
C. krusei Anfotericina B 0.25 -2 99.5
ATCC 6258 Fluconazol 16 - 64 99.1
Itraconazol 0.12 - 0.5 94.0
C. Anfotericina B 0.25 -1 99.1
parapsilosis Fluconazol 2-8 99.1
ATCC 22019 Itraconazol 0.06 - 0.25 99.0
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1.9.2 Métodos de difusion en disco (M44-A2)

Otro método basado en ensayos de difusion en disco para levaduras
escrito en el documento M44-A, fue disefiado para el uso practico en
laboratorios clinicos debido a lo laborioso del método de microdilucion
en caldo. El método de difusién en disco es similar al de Kirby-Bauer
utilizado a nivel mundial para las pruebas de sensibilidad bacteriana. Las
limitaciones son la evaluacion de dos antifungicos (fluconazol vy
voriconazol), el uso de agar Mueller-Hinton que se requiere para las
pruebas bacterianas, con la adicidn de azul de metileno y glucosa que
ayuda al crecimiento de los hongos y mejora la visualizacion de los

diametros de la zona de inhibicion?’.

1.9.3 Métodos comerciales de sensibilidad antifingica.

La industria ha introducido kits para ayudar a los laboratorios con
pruebas de sensibilidad antifungica. Los sistemas evaluados incluyen el
ETEST® de AB Biodisk, este en un método cuantitativo de difusién
utilizando tiras impregnadas con concentraciones decrecientes de los
antifungicos y el sistema Yeast One de Trek Diagnostics® es una prueba
de microdilucion en caldo. Estos métodos son variables y la
reproducibilidad puede ser un problema. La clasificacion de los
resultados de CMI son: sensible (S), intermedio (I) y resistente (R). Sin
embargo, las pruebas para azoles requieren un cambio en estas
categorias. En el caso de azoles, incluyen sensibles (S) y resistentes (R),
se sustituye la categoria intermedia por sensible dosis-dependiente (SD-
D), que es utilizable Unicamente en las pruebas con levadura. Esta
categoria es en reconocimiento de que la sensibilidad a la levadura
depende de la concentracibn maxima del antifingico en sangre.
Manteniendo el nivel sanguineo con la dosis mas alta, un aislado con un

valor de CMI en SD-D puede tratarse con éxito con un azol. El problema
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principal con las pruebas de sensibilidad antifungica es la correlacion de

la CMI con la evolucidén de la infeccion fungica en el paciente?’.

I.10 Tratamiento.

El tratamiento para estas infecciones varia considerablemente con las
especies de Candida aisladas, ya que se ha reportado un incremento en
la resistencia a algunos antifiUngicos como es el caso de C. glabrata a
fluconazol; los antifungicos disponibles por lo que identificar la especie
causante de la infeccidn y su perfil de sensibilidad es importante para la

resolucion de la enfermedad®®.

I.11 Nuevas moléculas.

Con fundamento en el desarrollo limitado de los antifungicos, en la
ultima década se han disefiado diversas moléculas similares a los

polienos y los azoles.

Los polienos son moléculas que se han utilizado durante mas de seis
décadas, considerados los antifungicos mas potentes conocidos.
Diversos estudios se han realizado para reducir su toxicidad con
diferentes presentaciones como un complejo lipidico, una formulacién
liposomal y mas recientemente, la propuesta de nanoparticulas
poliméricas y nanosuspensiones. Existen ventajas en el uso de estas
presentaciones, pero la toxicidad remanente aun dificulta su uso. Otra
desventaja para considerar estas presentaciones es el aumento en los
costos del tratamiento, lo que posiblemente disminuya la eficacia del
farmaco. Por lo tanto, se requieren derivados quimicos mas selectivos.
Antillon, et al., presentaron derivados, considerando sustituciones de
amida en el grupo carboxilico para forzar el anillo de azlcar hacia la
membrana, el cual es esencial para la actividad del farmaco. Basados en

estas consideraciones, sintetizaron siete andlogos, de los cuales sus
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resultados los llevaron a la sintesis de una molécula mas denominada
A21 (dihidrocloruro de éster metilico de L-histidina). A21 (Figura 14)
mostré una mayor selectividad por las células fungicas en comparacion
con las células de mamiferos, los resultados farmacolégicos demostraron
una actividad de los compuestos AMB y A21 contra las cepas de C.
albicans muy similar, lo que indica que se conserva el caracter
antimicotico de la molécula original. Ademas, A21 presenta mayor
actividad contra C. krusei, que es resistente a AMB. El efecto de A21
sobre los eritrocitos y sobre las células renales mostré una reduccion
importante en comparacion con AMB. Para probar la seguridad del
farmaco utilizaron ratones Balb-C, las DL 50 obtenidas fueron 29.3
mg/kg para AMB y 199.48 mg/kg para A21, confirmados con el analisis
histoldgico del dafio al rifidon. Otro de sus estudios consistid en infectar
ratones con C. albicans, los ratones que no recibieron tratamiento
mostraron infeccién en el intestino, sangre, rifidn y pulmén, mientras
que los ratones tratados con AMB y A21 presentaron algunos residuos

de levaduras8.

o) o}

N N CHj
¢ W a. ¢ j\*
HN NH; HN NH,

L-Histidine

A21

Figura 14. Sintesis del andlogo A21 a partir de anfotericina B. (Tomada

de Antillon, A. 2016)8.
Reactivos y condiciones: (a) SOCI;, MeOH, 60°C; (b) AMB, PyBOP, Et3N, DMSO, T amb
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El benzimidazol pertenece a una clase de estructuras que forman parte
integral de medicamentos y farmacos que exhiben una amplia gama de
funciones farmacoldgicas, como anticancerigeno, antimicrobiano,

antiviral y antifingico®4.

Penieres-Carrillo, et al. utilizaron técnicas de quimica verde para la
sintesis de derivados de benzimidazoles, obteniendo una pequena
biblioteca de 1Hbenzimidazoles, ademas detectaron su actividad
antifUngica y antibacteriana contra Candida albicans (ATCC 10231),
Escherichia coli (ATCC 8739) y Staphylococcus aureus (ATCC 6538 y
ATCC43300). Tres de estos benzimidazoles mostraron actividades
inhibitorias significativas contra C. albicans, mientras que dos
compuestos exhibieron actividades notables contra S. aureus resistente

a meticilina®4.

En otro de sus estudios utilizaron 3,3’- diindolilmetano (DIM) donde
sustituyeron diferentes moléculas en el metileno de la unidad DIM, la
sustitucion en este metileno les dio otra pequefia biblioteca de
compuestos de los cuales las moléculas 14f y 14g mostraron actividad

sustancial contra C. parapsilosis y C. neoformans®,
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las infecciones pulmonares causadas por las especies del género
Candida han ido en aumento, actualmente es un reto establecer el
diagnostico de colonizacion y/o infeccion por estos hongos, debido a que
los parametros de la formacion de UFC/mL para diferenciar los dos
eventos, aun no son claros. En general, debe tomarse en cuenta que la
colonizacidon por Candida spp. es una condicidn que se presenta en
pacientes con multiples comorbilidades, el uso de dispositivos médicos o
que reciben tratamiento para enfermedades subyacentes. Dicho evento
explicard el incremento de la colonizaciéon y/o infeccion por estas

especies en los pacientes con multiples factores de oportunismo.

AUn hay dificultad para establecer el papel que juegan las especies de
Candida al ser obtenidas del espécimen de liquido de aspirado traqueal
en los cultivos estandar, es importante impulsar estos estudios en los
laboratorios clinicos microbiolégicos para que sean adoptados en la
practica y establecer el papel de Candida como colonizante o causante
de infeccidn, y por ende el inicio del tratamiento que evite un desenlace
fatal en los pacientes. Por tal motivo, basados en el valor establecido
(2104 UFC/mL) para los microorganismos obtenidos de liquido de
aspirado traqueal, con este estudio se pretende una actualizacion
epidemioldgica de las especies de Candida, su identificacion presuntiva
sobre dos medios cromdégenos diferentes, asi como el porcentaje de
aislados que muestran resistencia a diferentes antiflingicos. Ademas de
evaluar la actividad de nuevas moléculas antifungicas, las cuales podran
ser una nueva opcidn terapéutica en pacientes con infecciones

sistémicas levaduriformes.
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III. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Identificar las especies de Candida obtenidas del liquido de aspirado
traqueal y su perfil de sensibilidad a los antifungicos. Evaluar la
especificidad y sensibilidad de CHROMagar Candida® y CHROMagar
Candida plus®.

OBJETIVOS PARTICULARES.

o Identificar fenotipicamente las especies de Candida obtenidas de
liguido de aspirado traqueal.

e Evaluar la especificidad y sensibilidad de dos medios cromdgenos
para la identificacidon presuntiva de Candida spp.

e Comparar la frecuencia de aislados de Candida spp. obtenidos de
liquido de aspirado traqueal de los afios 2019, 2021 y 2022.

e Determinar el perfil de sensibilidad a antifiUngicos para cada
especie de Candida aislada.

e Analizar el porcentaje de asociacién de especies de Candida.

e Evaluar la actividad de nuevas moléculas antifungicas sobre los

aislados del liquido de aspirado traqueal.
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IV. METODOLOGIA.

Estudio prospectivo, observacional y transversal realizado en los
aislados de Candida obtenidos del aspirado traqueal de pacientes
hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos, medicina interna y

cirugia.
Aislados.

Los aislados fueron obtenidos de pacientes del Hospital General “Dr.
Dario Fernandez Fierro”, del Instituto de los Trabajadores del Estado,
mediante liquido de aspirado traqueal (LAT). La muestra del aspirado
fue sembrada en placas de agar sangre (AS) y agar chocolate, el
crecimiento abundante de colonias levaduriformes (10® UFC/mL) (Figura
15 izq) era verificado por frotis y tincibn de Gram observada al
microscopio, ante la evidencia de crecimiento abundante de lavaduras
se resembraban en placas de CHROMagar Candida® (CH). En la Unidad
de Micologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
UNAM se continuo con su identificacion fenotipica. Del crecimiento
levaduriforme en CH (Figura 16) se preparé una suspension al 0.5 en la
escala de McFarland (MF) y se sembraron 5 uL en placas de CH
extendiéndolos por toda la superficie, se incubaron a 37°C por 48 h,
para la obtencion de un cultivo monospoérico. Del crecimiento de una
sola colonia se resembrd en placas de ADS. En el caso de observar el
crecimiento de dos o mas colonias con diferente coloracion (figura 15
Der) se tomd de cada una y se resembraron en ADS, se incubaron a
28°C por 24-48 h. De acuerdo con las caracteristicas colorimétricas se

hizo una identificacion presuntiva de las especies de Candida.
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Figura 15. Izq. placa de AS con Figura 16. Aislamiento de

crecimiento levaduriforme de una especies de Candida. Se muestra
muestra de LAT. Der. Cultivo de en la placa de arriba la
asociacién de especies de asociacion de especies de
Candida sobre CH. Candida en CH y la separacién de
cada especie en las placas de
abajo.

Identificacion Fenotipica.

Del crecimiento de 24-48 h en ADS se prepard una suspension en
solucidn salina al 0.5 en la escala de MF, se tomaron 5 pL y se colocaron
en el centro de una placa de CHROMagar (CH) y 5 uyL en CHROMagar
plus (CHp), las placas se incubaron a 37°C por 48 h y se compararon
con la plantilla Pantone para determinar el cddigo de color de cada
especie obtenida (Figura 17). Ademas, medir el tamafio de la colonia y

describir las caracteristicas morfoldgicas.

Figura 17. Obtencién del color de la colonia con la plantilla Pantone
(cédigo 17-5641 TCX Esmeralda).
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Determinacion de la sensibilidad y especificidad de CHROMagar
Candida® y CHROMagar Candida plus®.

A partir de los datos obtenidos en los medios cromdgenos se analizé la
sensibilidad y especificidad de ambos medios para cada especie,

utilizando las férmulas de sensibilidad y especificidad®>.

Sensibilidad = e E ificidad = N
ensibilidad = VP T+ FN specificidad = VN T FP
VP: verdadero positivo VN: verdadero negativo
FN: falso negativo FP: falso positivo

Los aislados se sembraron por estria sobre la superficie de agar Mueller-
Hinton (AM-H), del crecimiento colonial de 24-48 h en ADS, se cubrieron
con un cubreobjeto estéril, las placas se incubaron a 37°C por 2 h y se
observaron directamente al microscopio bajo el objetivo 10X, para la
busqueda de tubos germinativos y la presencia de pseudohifas®3. En la
figura 18 se observan numerosos tubos germinativos y en la figura 19 el

acercamiento de tubos germinativos en caldo Mueller-Hinton.

Figura 18. Numerosos tubos Figura 19. Acercamiento del tubo
germinativos a 40x. germinativo a 100x.

Todos los aislados fueron sembrados en agar papa zanahoria mas
Tween 80 al 1% (APZ), por la técnica Dalmau (Figura 20); esta técnica

consiste en tomar con el asa bacteriolégica una porcion de la colonia
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problema de 24-48 h de crecimiento a 30°C y se inoculé de manera
lineal sobre la superficie del agar, se trazaron dos lineas paralelas de un
centimetro de distancia, esterilizar el asa y pasarla de abajo hacia arriba
sobre las lineas antes trazadas, para disminuir el indculo, incubar a
28°C por 72-96 h y observar al microscopio bajo el objetivo 10X para la
busqueda de clamidoconidios (Figura 21) y la formacién de diferentes

disposiciones de las pseudohifas.

Figura 21. Clamidoconidios en
Figura 20. Siembra en APZ por la APZ observados en examen
técnica Dalmau. directo con azul de algodon.

El crecimiento de 24-48 h de cada uno de los aislados problema se
resembré en ADS-adicionado con cloranfenicol y cicloheximida (ADS-CC)
y se incubaron a 28°C por 24-48 h, para valorar resistencia o

sensibilidad a la cicloheximida (Figura 22).

Figura 22. Sensibilidad y resistencia de diferentes especies de Candida
en ADS-CC. C. t: Candida tropicalis, C. a: Candida albicans, C. g:
Candida glabrata y C. h: Candida haemulonii.
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Todos los aislados fueron conservados en viales con NaCl y etiquetados.
Pruebas de sensibilidad antifiingica por microdiluciéon en caldo.

Para la determinacién de la sensibilidad a los antifungicos se siguio el
método de microdilucidon en caldo del “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI), siguiendo los lineamientos del documento M27-A3
para los siguientes antifungicos: fluconazol (FLZ), itraconazol (ITZ),
posaconazol (PSZ), voriconazol (VRZ), isavuconazol (ISA), caspofungina
(CSF), anfotericina B (AMB) y un farmaco desarrollado denominado A21.
De cada uno de los antifingicos se prepararon soluciones madre en

DMSO (dimetilsulféxido), con excepcidén de CSF.

De acuerdo con el documento M60-Ed2 del CLSI se utilizaron los
controles de calidad C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 220109.
Para realizar el ensayo se ocuparon placas de microdiluciéon de 96 pozos
de fondo en U; la lectura se hizo visualmente con un espejo invertido,
después de incubar las placas a 35°C por 48 h. En la fila Ay B se
inocularon los controles de calidad y de la fila C a H los inéculos de los
aislados de pacientes. Para la preparaciéon de las microplacas, se
llenaron con 100 pL de las diluciones de cada uno de los antifungicos en
caldo RPMI, los cuales se distribuyeron de manera decreciente en los
pozos de las columnas (1-10), de tal manera que en la columna 1 quedé
la concentracidon mas alta correspondiente a 16 pg/mL y en la columna
10 la concentracién mas baja 0.03 pg/mL. Este procedimiento se realizd
para ITZ, VRZ, PSZ, ISA, CSF, AMB Y A21; mientras que para FLZ las
concentraciones utilizadas fueron 64 pupg/mL y 0.125 pg/mL,
respectivamente. La columna 11 y 12 correspondieron al control de
crecimiento y al control de esterilidad, respectivamente. En la Figura 23
se muestra un esquema para la preparacién del inoculo y en la Figura

24 se esquematiza el llenado de las microplacas.

50



Cultivo en ADS » Columna 1 la concentracion més altay
de 24-48 h SuspenS|on al en la columna 10 la concentracién mas

0.5 MF ok

Columna 1-10 /_\
con 100 pL Columna 12
3 de antifungico > con 200 pL
de RPMI
RPMI con

=

el inoculo

Anadir 10 pL
\\/ Dilucién 1:50 Columna 11
100 pL en cada pozo. con 100 pL
Filas Ay B cepas de RPMI
N\ control, C-H aislados conDMSO
Tubos con 10 mL M problema.
de RPMI

Figura 24. Prueba de
sensibilidad. Llenado de placas
de 96 pozos. La inoculacién de
los aislados problema de la fila

C-H.

Figura 23. Preparacion del
inoculo en RPMI.

Las lecturas para la interpretacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) se hacen visualmente con un espejo invertido, para ISA, ITZ, FLZ
y PSZ la CMI corresponde al pozo donde se observe el 80% de
inhibicién, para VRZ y CSF la CMI es el pozo con el 50% de inhibicién de
crecimiento y para A21 y AMB la CMI corresponde al pozo con el 100%

de inhibicidon del crecimiento.

Los valores de CMI se compararon con los puntos de corte establecidos

por el CLSI en el documento M60-Ed2 que se muestran en el cuadro 11.

En el caso de ISA y A21 no estan establecidos los puntos de corte para
la CMI por lo que solo hablaremos de una buena o pobre actividad
comparando a ISA con los puntos de corte establecidos para VRZ y PSZ,

para A21 la comparacién sera con AMB.
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Cuadro 11. Clasificacion de los puntos de corte establecidos por el CLSI.

Antifangico Especie S I2 SDDP| R
C. albicans <0.25 0.5 - >1
C. glabrata <0.125 0.25 - >0.5
Caspofunginac® C. krusei <0.25 0.5 - >1
C. parapsilosis? <2 4 - >8
C. tropicalis <0.25 0.4 - >1
C. albicans <2 - 4 >8
C. glabrata’ - - <32 | 264
Fluconazol 1. ° C. kruseid - - - -
C. parapsilosis? <2 - 4 >8
C. tropicalis <2 - 4 >8
C. albicans <0.125]0.25-0.5 - >1
C. glabrata” - - - -
Voriconazol ¢ C. krusei <0.5 1 - >2
C. parapsilosis? | £0.125| 0.25 - 0.5 - >1
C. tropicalis <0.125] 0.25-0.5 - >1
Anfotericina B Candida spp. >2
Itraconazol Candida spp. >1
Posaconazol Candida spp. >1
Isavuconazol Candida spp. NI NI

Tomada y modificada del documento M60-Ed222 NI: No indicado.

“1. Se han establecido los puntos de corte seleccionados para distinguir las variantes resistentes
de los aislados susceptibles. Las diferencias en los puntos de corte reflejan cuestiones
metodoldgicas.

a. Las cepas con CMI intermedias pueden responder clinicamente a una dosis de antifingico
superior a la estandar o en situaciones en las que se maximiza la penetracion del antifingico.

b. La susceptibilidad depende de alcanzar el nivel sanguineo maximo posible. Para el fluconazol,
dosis superiores a la dosis estandar (6 mg/kg/dia) pueden ser necesarias en adultos con funcién
renal normal y habitus corporal.

c. Para estos agentes antifungicos, los datos se basan en gran medida en la experiencia de
pacientes no neutropénicos con candidemia. La relevancia clinica de los agentes antifiingicos en
otros entornos es incierta

d. Cuando el aislado es alguna de las especies del complejo de C. parapsilosis, no se aplican los
puntos de corte para C. parapsilosis, se deben considerar los valores de corte epidemioldgico del
documento M59 del CLSI.

e. La prueba de susceptibilidad a caspofungina in vitro se ha asociado con una variabilidad
significativa, contribuyendo a informes de falsa resistencia cuando se utiliza el método de
referencia descrito en el documento CLSI M27. Cuando se prueba la caspofungina, los resultados
susceptibles pueden ser reportados como "susceptibles." Sin embargo, los laboratorios deben
confirmar los resultados "intermedios" o "resistentes" con una de las siguientes opciones:

e Pruebas de susceptibilidad adicionales con micafungina o anidulafungina.
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e Andlisis de secuencias de ADN de genes FKS para identificar mutaciones en FKS1
(Candida spp.) y FKS2 (C. glabrata).

e Envio del aislado a un laboratorio de referencia para confirmacion de que son resistentes
a la anidulafungina o micafungina o que poseen mutaciones caracteristicas en la region
FKS, que se consideran resistentes a todas las equinocandinas, incluida la caspofungina,
y deben notificarse como tales.

f. Para el fluconazol, estos puntos de corte se basan en una amplia experiencia con infecciones
mucosas e invasivas debido a Candida spp. Cuando un aislado se identifica como C. glabrata y la
CMI es de 32 pg/ml, el clinico debe determinar si el fluconazol es apropiado en el contexto
clinico especifico. Si es asi, los pacientes deben recibir el régimen de dosis maxima de
fluconazol.

g. Los aislamientos de C. krusei son intrinsecamente resistentes al fluconazol, por lo que sus
CMI no deben interpretarse utilizando esta escala.

h. Los datos actuales son insuficientes para demostrar una correlacion entre las pruebas in vitro
y el resultado clinico”.

Finalmente se probaron 5 moléculas que correspondieron a precursores
de DIM sintetizados en la FES Cuautitldan UNAM, numeradas como: M-1,
M-4, M-8, M-12 y M-13. Para la preparacion de las placas se siguio la
metodologia antes descrita en la prueba de sensibilidad por
microdilucién en caldo, con algunas variantes que correspondieron al
uso de placas de microdilucion planas, lectura visual y por
espectrofotdmetro (CHROMATE awareness technology INC®) para la

determinacion de la absorbancia (DO).

En las moléculas donde se observara actividad se tomaron 2 uL del pozo
control de crecimiento (11) y 2 yL del pozo donde se observara la mayor
actividad de la molécula problema, los cuales se sembraron en una placa
con ADS distribuyendo el volumen uniformemente sobre toda la
superficie. Todas las placas se incubaron durante 48 h a 32°C,
posteriormente se conté el nimero de UFC de cada placa. Si el numero
de UFC era incontable, el ensayo de microdilucidon se repitid utilizando
una concentracion mas alta correspondiente a 64 ug/mL y se utilizé el

procedimiento antes descrito para la determinacion de UFC/mL.
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Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se cred una base
de datos en el programa Excel, con la informacién de los pacientes, de
los aislados obtenidos y la CMI de cada uno de los antifungicos sobre los
aislados de Candida. La estadistica descriptiva fue utilizada para la
obtencion de porcentajes de comparacion de resistencia, promedio,
frecuencias, medias. Asi como, los valores verdaderos positivos,
verdaderos negativos, falsos positivos y falsos negativos para la
determinacion de sensibilidad y especificidad de los medios cromdgenos.
Finalmente, para la comparacién de las CMI del farmaco A21 respecto a
AMB se utilizé la prueba no paramétrica, U de Mann-Whitney con ayuda
del programa Excel, para analizar si hubo diferencias estadisticamente
significativas con un nivel de significancia del 95%, de acuerdo con las

siguientes hipdtesis y con la férmula que se muestra para calcular Z.

Hy:P(A> B) = P(B > A)

H{:P(A>B) # P(B > A)

N1N2
U-——=
7= ~(0,1)
JNlNZ(Nl + N2 +1)
12
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V. RESULTADOS.

De acuerdo con los datos obtenidos en el registro del laboratorio de
Microbiologia del Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSTE,
del 1 de enero al 31 de diciembre de 2019 se procesaron 204 muestras
de liquido de aspirado traqueal (LAT), de las cuales se obtuvieron 26
aislados levaduriformes correspondientes a 11 pacientes; del 1 de enero
al 31 de diciembre de 2021 de 211 muestras procesadas, 15 aislados
levaduriformes de 19 pacientes y de 1 de enero al 31 de julio de 2022
de las 80 muestras obtenidas, 35 aislados levaduriformes
correspondientes a 26 pacientes. El total de aislados levaduriformes
durante los tres periodos fueron 75 de 56 pacientes. Diez de las

muestras no se pudieron reactivar de su conservacion.

Del total de aislados, el 53.9% se obtuvieron de mujeres (Figura 25),
con ligero predominio por este género, sin diferencia significativa. El
rango de edad de los pacientes fue de 20 afos a 90 anos (Figura 26), el
mayor porcentaje de aislados correspondieron a pacientes entre los 61 a

70 afhos. El promedio de edad fue de 65.5 anos.

. Masculino,
Femenino, 45.3

54.7

Figura 25. Porcentaje de aislados que correspondieron a mujeres y
hombres.
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Figura 26. Frecuencia de edades. Predominio en los pacientes de 61-70
afos.

En la Figura 27 se presenta la distribucién de los aislados obtenidos de
LAT en los diferentes meses, de los afios 2019, 2021 y 2022, donde se
muestra un incremento en los meses de junio y julio de los afios 2019 y
2022; mientras que en 2021 el aumento se presentd en agosto,

septiembre y octubre.
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Figura 27. Nimero de aislados obtenidos del LAT en los diferentes
meses de los afios 2019, 2021 y 2022.
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El 26.8% de los pacientes estuvieron hospitalizados en el servicio de
medicina interna (MI), el 16.1% de los pacientes fueron intervenidos
quirdrgicamente y por la gravedad se hospitalizaron en la unidad de
cuidados intensivos (UCI). El 14.3% fueron hospitalizados en MI vy
trasladados a la UCI. Finalmente, el 7.1% en el servicio de cirugia. Los
factores o enfermedades de riesgo fueron multiples, los mas comunes se
enlistan en el cuadro 12. Otros factores menos frecuentes fueron el uso
de catéter urinario, sepsis severa y abdominal, perforacién intestinal,
colecistectomia, derrame pleural, insuficiencia cardiaca, anemia vy
choque hipovolémico, entre otros. El porcentaje de mortalidad de los

pacientes de los cuales se aislé Candida spp. fue de 37.5%.

Cuadro 12. Factores de riesgo y enfermedades subyacentes mas
frecuentes encontrados en los pacientes incluidos en este estudio.
FACTOR O ENFERMEDAD NUMERO DE | PORCENTAJE

SUBYACENTE PACIENTES
Antibidticos 36 64.3%
Ventilacién mecanica 29 51.8%
Intubacién 29 51.8%
Sedacién 29 51.8%
Neumonia 19 33.9%
CVC 17 30.4%
Diabetes mellitus 16 28.6%
Catéter urinario 12 21.4%
Hipertension arterial 11 19.6%
Insuficiencia respiratoria aguda 7 12.5%
Acidosis y cetoacidosis 7 12.5%
Laparotomia exploratoria 6 10.7%
Enfermedad renal 6 10.7%
Lavados quirurgicos 6 10.7%
Enfermedad pulmonar 5 8.9%
obstructiva crénica
Tabaquismo 5 8.9%

Tratamiento con FLZ 3 5.4%

CVC: Catéter venoso central
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En el cuadro 13 se muestra el nimero de pacientes y los dias de

estancia que permanecieron en los diferentes servicios, el paciente con

menos dias de estancia fue de 5 y el paciente con mas dias de estancia

fue de 62.

Cuadro 13. Dias de estancia hospitalaria de los pacientes incluidos en

este estudio.

Dias de Namero de Porcentaje
estancia pacientes

5-9 8 14.3%
10 - 20 16 28.6%
21 - 30 8 14.3%
31 - 40 7 12.5%
41 - 62 4 7.1%

Todos los aislados tefiidos con Gram, adquirieron el colorante primario

mostrando una coloracion violeta. (Figuras 28 a 32.) En el cuadro 14 se

describe el rango de tamafos de los blastoconidios de cada especie.

Figura 28. Frotis de C. albicans
con tincion de Gram. Se
observaron blastoconidios

ovalados de diferentes tamanos.

¥ o

¢

Figura 29. Frotis de C. tropicalis
con tincién de Gram.
Blastoconidios con diferentes
morfologias y tamanos,

pseudohifas de diferente grosor y

longitud.
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Figura 30. Frotis de C. glabrata Figura 31. Frotis de C.
(N. glabratus) con tincién de parapsilosis con tinciéon de Gram.
Gram, con blastoconidios Blastoconidios alargados,
redondos y pequefios. redondos, de diferentes
tamanos.

Figura 32. Frotis de C. krusei (P. kudriavzevii) con tincién de Gram.
Blastoconidios rectangulares e hifas rectangulares largas.

Cuadro 14. Tamano de los blastoconidios e hifas para cada especie.

Especie de Tamano de los Tamano de la hifa
Candida blastoconidios
C. albicans 4.47 - 1.6 um a 4.94 - -
3.29 pm
C. tropicalis 1.65-3.29a4.11 um 3.29 -4.12 a5.76 - 9.06
Hm

C. glabrata 1.65 -2.47 pm -
(N. glabratus)
C. parapsilosis | 1.65 - 3.29 a 3.29 - 4.94 1.65x8.24 um.

hm

C. krusei (P. 1.64 x 2.47-7.41 ym 1.65 uym de ancho y

kudriavzevii) 22.23-32.94 ym de largo.
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En el cuadro 15 se muestran las caracteristicas fenotipicas que
presentaron las especies incluidas en este estudio, en los medios de
cultivo AM-H, APZ y la resistencia en ADS-CC, de los 65 aislados
identificados. Todos los aislados de C. tropicalis no crecieron en ADS-CC

durante las primeras 48 h, sin embargo, a las 72 h se observd

crecimiento.

Cuadro 15. Observacién microscopica en AM-H y APZ, resistencia o

sensibilidad en ADS-CC para las diferentes especies de Candida.

Especie Ndamero AM-H APZ ADS-CC
C. albicans 37/37 Tubo Clamidoconidios | Resistente
germinativo
C. tropicalis 11/12 Pseudohifas y Pseudohifas. Sensible
blastoconidios
C. glabrata 11/11 Blastoconidios | Blastoconidios Sensible
(N. glabratus) pequenos pequenos
C. 3/3 Blastoconidios Pseudohifas Sensible
parapsilosis
C. krusei (P. 2/2 Blastoconidios Hifas Sensible
kudriavzevii) rectangulares, | rectangulares y
ovoides e hifas | blastoconidios
largas rectangulares

AM-H: agar Mueller-Hinton; APZ: agar papa zanahoria; ADS-CC agar dextrosa Sabouraud con
cicloheximida y cloranfenicol.

Con los resultados fenotipicos y la asimilacién de diferentes sustratos se
determind la especie de Candida, las cuales se muestran en la Figura
33. La especie mas aislada fue C. albicans seguida de C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. krusei en orden decreciente. Tres aislados

mostraron morfotipos atipicos que correspondieron a C. tropicalis.
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C. krusei
C. parapsilosis 3%
5%

4 C. albicans
57%
C. glabrata /
17% i ‘

C. tropicalis
18%

Figura 33. Porcentaje de especies de Candida aisladas.

En el cuadro 16 se presentan las asociaciones de dos o tres especies de
Candida, correspondientes a los tres afios de estudio. Catorce aislados
combinados correspondientes al 24% de las muestras procesadas,
siendo C. albicans con C. glabrata (N. glabratus) la asociacion mas

frecuente.

Cuadro 16. Combinaciones de especies de Candida obtenidas en las

muestras de liquido de aspirado traqueal.

Especies Namero de
muestras
C. albicans y C. tropicalis. 2

C. albicans y C. glabrata.
C. tropicalis y C. glabrata.
C. albicans y C. parapsilosis.
C. tropicalis y C. krusei.
C. albicans, C. glabrata y C. krusei.
C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis.

N RN Ul

Los colores de los aislados en CH y CHp (Figuras 34-38) fueron leidos y
comparados con la plantilla de colores Pantone, en el cuadro 17 se
describen las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, la tonalidad

del color y el tamano de la colonia.
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Cuadro 17. Especies de Candida y su morfologia, color y tamafio de la

colonia en CH y CHp.

Especie Morfologia Coloren CHy Tamaiho | Tamaho
de la colonia CHp en CH en CHp
C. albicans Circular, lisa, Verde 0.6y 1.1a1.5
cremosa y 0.7 cm cm
brillante.
Margen
definido.

C. tropicalis ! Azul oscuro, enlos | 0.7 cm 1.1-1.4
Circular, dos; el margen de por 1.4 -
rugosa, la colonia mas 2 cm.

cremosa y claro que el centro
brillante. en CH y en CHp se
Margen observo un halo
ondulado purpura que
difundia al medio
C. glabrata Circular. lisa, Rosa fuerte - 0.6y 1.2-1.6
(N. cremosa y purpura 0.7cm | por 1.6 -
glabratus) brillante. 1.8 cm
Margen
definido.
C. Circular, lisa, En CH de rosa 0.6-0.7| 1.1-1.6

parapsilosis cremosa y palido-beige. En cm por 1.6
brillante CHp presentaron cm
Margen un halo azul que

ondulado. difundia al medio
C. krusei 2 Circular, Rosa claro - lila, |1.1-1.3| 2.8 por
(P. plana y seca. | margen mas claro. cm 29-3
kudriavzeviii) Margen CHp crecimiento cm
ondulado. en circulos

conceéntricos.

IC. tropicalis a las 48 h presentaba tonalidad verde fuerte y en el margen se
llegaba a observar una coloracién azul por lo que para tomar la lectura del
color se dejo incubando hasta las 72 h.

2C. krusei las colonias de esta especie crecieron mas grande en ambos medios
en comparacion con las otras especies (Figura 38).
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Figura 34. Colonias de C. Figura 36. Colonias de C.
albicans en CH (izquierda) y CHp glabrata en CH (izquierda) y CHp

(derecha). La lectura con (derecha). La lectura con
Pantone identificé ambos colores Pantone identifico el codigo 9340

con el cédigo 17-5641 TCX que Cen CHy 13-1805 TSX Gecko
corresponde al color Esmeralda. rosa en CHp.

Figura 37. Colonias de C.
parapsilosis en CH (izquierda) y
CHp (derecha). La lectura con
Pantone identifico el codigo 20-
0025 TCM Beige pulido en CH y
20-0016 TPM Lustre gris en CHp.

Figura 35. Colonias de C.
tropicalis en CH (izquierda) y
CHp (derecha). La lectura con

Pantone identificé el cédigo 15-
3919 TCX Serenidad en CH y 15-
4020 TCX Azul claro en CHp.

Figura 38. Colonias de C. krusei en CH (izquierda) y CHp (derecha). La
lectura con Pantone identificd el cddigo 13-1106 TCX Délar de arena en
CH y Red 0331 C en CHp.
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En la Figura 39 se muestra la diversidad de tonalidad de

colores en

ambos medios cromdgenos observados en los aislados de C. albicans,
donde predominé el cddigo 17-5641 TCX (57% en CH y 59% en CHp)

gue correspondid a Esmeralda.
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EEsmeralda B Turquesa Cielo acudtico B Azul turquesa  ERacha de cometas 95240 M Quietud MWGreen0921C MW9542C

Figura 39. Colores obtenidos con la plantilla Pantone para C. albicans.

Para los aislados de C. tropicalis, las diferentes tonalidades obtenidas en

ambos medios de cultivo predomino el cédigo 7686 C (25%) en CH y el

cédigo 19-4052 TCX (33%) azul clasico en CHp. (Figura 40).
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Figura 40. Colores obtenidos con la plantilla Pantone para C.

[

B Azul clasico
M Serenidad
Bisel
@E76e86C
@ Esmeralda
Abeto metalizado
B Ventana esmerilada
B Peltre helado
B Azul claro
B Gadget gris
E Micrén

tropicalis.
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Las tonalidades del color que mostraron los aislados de C. glabrata (N.

glabratus) en CH, predomino el cdédigo 2Y01 SP (27%) en CH y el codigo

13-1805 TSX (27%) que correspondié a Geco Rosa para CHp. (Figura

41).

NUMERO DE AISLADOS

CH

CHp

B Mantequilla de caramelo
2Y01 SP
Violet 0631 C
10105 C
Silver 1007 C
m9349C
B Geco rosa
B Orquidea radiante
M@ Plateada
M Puente sin recubrimiento

| 2060C

Figura 41. Colores obtenidos con la plantilla Pantone para C. glabrata

(N. glabratus).

En la Figura 42 se presenta los colores observados en los aislados de C.

parapsilosis, donde se muestra que fueron diferentes colores para cada

aislado en ambos medios.

NUMERO DE AISLADOS

CHp

HERevestido CMYK

Beige pulido
Plateado
Filo de navaja

Lustre gris

mEfervescente

Figura 42. Variabilidad de tonalidad de colores obtenidos con la plantilla

Pantone en C. parapsilosis.
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En la Figura 43 se muestran los cuatro colores de los aislados de C.

krusei (P. kudriavzevii), siendo todos diferentes en los dos medios

cromodgenos utilizados.

NUMERO DE AISLADOS

1

CH CHp

Figura 43. Tonalidades de los colores obtenidos en CH y CHp comparado
con la plantilla Pantone para C. krusei (P. kudriavzevii).

De acuerdo con la especificidad y sensibilidad que se presentdé con los

dos medios cromdgenos fue evidente que para la identificacion de dos

de las especies (C. parapsilosis y C. krusei) el porcentaje fue del 100%:;

en cambio en C. albicans se observo una mayor especificidad (100%)

con CH y menor sensibilidad, en comparacién con CHp que presentd

menor especificidad y mayor sensibilidad. En C. glabrata se observo

mejor especificidad (100%) y sensibilidad en CHp. (Cuadro 18).

Cuadro 18. Especificidad y sensibilidad de CH y CHp en la identificacion

presuntiva de Candida spp.

CHROMagar Candida® CHROMagar Candida
plus®
Especie Sensibilidad | Especificidad | Sensibilidad | Especificidad
C. albicans 73.0 96.4 100 57.1
C. tropicalis 97.1 81.1 83.3 83.0
C. glabrata 81.8 96.3 90.9 100
C. parapsilosis 100 100 100 100
C. krusei 100 100 100 100
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El analisis de los resultados de la CMI obtenidas con los diferentes
antifungicos frente a los aislados estudiados mostré que la mayoria
fueron sensibles a los diferentes antifungicos. En general, el porcentaje
de sensibilidad en cada antifungico independientemente de la especie de
Candida fue el siguiente: el 87.7% frente a PSZ y VRZ; 86.2% a ISA;
83.1% a FLZ; 73.8% a ITZ y el 100% de los aislados a AMB y CSF.

En el cuadro 19 se muestran los aislados que presentaron resistencia a
uno o mas antifungicos. En el caso particular de ISA, la CMI =1 ug/mL
obtenida sobre los aislados de Candida spp. se catalogaron como
resistentes. De los 65 aislados incluidos en el estudio, 21 (32.3%)
fueron resistentes a algun antifungico y 10 (15.4%) de éstos mostraron
multirresistencia a 2 o mas antiflngicos. La especie con mayor numero
de aislados multirresistentes fue C. tropicalis, seguida de manera
descendente C. albicans, C. glabrata y C. krusei. De los 22 aislados de
Candida resistentes 16 de ellos estuvieron en asociacién, principalmente
C. albicans y C. glabrata (5), C. tropicalis y C. glabrata (3) y la

asociacion de C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis (3).

Cuadro 19. Resistencia mostrada en Candida spp. frente a los diferentes

antifungicos.

Especie Antifangico
PSZ | VRZ | ISA | ITZ

R

C. albicans (1/3)
C. albicans (1/3)
C albicans (1/3)
C. tropicalis (2/7)
C. tropicalis (1/7)
C. tropicalis (4/7)
C. glabrata (7/10)
C. glabrata (1/10)
C. glabrata (1/10)
C. glabrata (1/10)
C. krusei (1/1)
C parapsilosis (1/1)

R
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De los resultados de CMI, en los 37 aislados de C. albicans se demostro
que el 91.9% de ellos fueron sensibles a los diferentes antiflngicos.
Solo un aislado presentdé una CMI de 0.25 pg/mL, el cual se clasifico
como SD-D frente a VRZ. En C. tropicalis solo el 41.7% fue sensible a
todos los antifungicos. Aunque fue un resultado esperado en los diez de
los 11 aislados de C. glabrata, la CMI se clasific6 como SD-D frente a
FLZ. Tomando en cuenta que C. krusei presenta resistencia innata frente
a FLZ, el valor de CMI fue de 32 pg/mL frente a este farmaco. En la
Figura 44 se representa un ejemplo del crecimiento de los diferentes
aislados problema en las placas de microdilucion en caldo frente a los

diferentes antifingicos analizados.
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Figura 44 A) Placa de microdilucion en caldo para valorar la CMI en los
aislados problema frente a AMB. En general, la CMI en los seis aislados
problema (fila C-H) fue de 0.25 upg/mL. B) Placa de microdilucion en
caldo para CSF. La CMI del aislado de la fila F fue de 0.125 ug/mL vy los
de las filas C, D, G y H de 0.06 pg/mL. C) Placa de microdilucién en
caldo de FLZ. En la fila D se observa CMI de 16 pg/mL y en la fila F de
32 pg/mL. D) Placa de microdilucion en caldo de ISA. En la fila F se
tiene una CMI de 32 pg/mL, mientras que en las filas C, E, Gy H se
observan CMI de 0.06 ug/mL. E) Placa de microdilucion en caldo de ITZ.
La CMI en la fila D corresponde a 2 ug/mL, mientras que en las filas F y
H la CMI es de 8 uyg/mL y en la fila G de 4 pg/mL. F) Placa de
microdilucién en caldo de PSZ. En la fila F se observa una CMI mayor a
32 pug/mL. G) Placa de microdilucidon en caldo de VRZ. En la fila F se
observa CMI de 1 ug/mL, mientras que en las filas C, E, G y H tienen
CMI de 0.06 ph/mL.

El farmaco A21 mostréo buena actividad frente a los 65 aislados de
Candida spp. (Figura 45), ya que los rangos de CMI estuvieron entre
0.25 a 2 yg/mL. La CMI mostrada fue de 0.5 pug/mL en el 70.8 % de los
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aislados. En la Figura 46 se representan los datos de DO obtenidos en la
prueba de microdilucion en caldo, en las cepas de referencia y en la
Figura 47 un aislado representativo de cada especie de Candida. La CMI
de 1 pg/mL estuvo presente en el 9.2% de los aislados y la de 2 pg/mL

en el 3.1% de los aislados.
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Figura 45. Actividad de A21 frente a diferentes especies de Candida. La
CMI mas alta (1 ug/mL) se observa en la fila B que corresponde a la
cepa de referencia C. krusei 6258.
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Figura 46. Actividad de A21 en las cepas de referencia. C. parapsilosis

22019 y C. krusei 6658.
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Figura 47. Actividad de A21 en aislados de especies de Candida.

Con el analisis estadistico por la prueba de U de Mann-Whitney con un
intervalo de confianza del 95% se determind que las CMI de AMB y de la
molécula A21 no presentaron diferencia significativa con un valor de
Z=1.96.

En general, las cinco moléculas derivadas de DIM probadas sobre los 65
aislados no mostraron ninguna actividad (Figura 48). Sin embargo, en
tres (M-8, M-12 y M-13) se observé una actividad minima, por lo que se
repitieron los ensayos con concentraciones mas altas, sin embargo, al
determinar las UFC/mL no hubo diferencia en el crecimiento entre el
pozo control de crecimiento respecto al crecimiento en los pozos donde
se encontraba la mayor concentracion de la molécula (Figura 49). Estos
cambios observados se confirmaron con la lectura de la DO en el
espectrofotémetro, donde al graficar la concentracidon (ug/mL) respecto

a la absorbancia se observd una linea de tendencia en aumento.
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Figura 48. Placa de microdilucion en caldo con la molécula derivada de
DIM denominada M-13. En todos los aislados se observa CMI mayor a
64 ug/mL.

Figura 49. Unidades formadoras de colonias del pozo sin antifingico
(izquierda) y el pozo con la mayor concentracion de antifingico (64
Hg/mL) (derecha).
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VI. DISCUSION.

Las infecciones sistémicas por hongos del género Candida han
aumentado en las Ultimas dos décadas, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos. Aunque las infecciones pulmonares son menos
frecuentes y es dificil establecer el diagnostico, aparentemente también
han ido en aumento. Por otro lado, el papel que juega Candida spp.
como colonizantes es importante, ya que puede ser el origen enddgeno
de la mayoria de las candidosis invasivas (CI), tomando en cuenta que
la colonizacién es considerada un prerrequisito para el desarrollo de la

infeccion4>: 61,

En la actualidad, ninguna prueba basada en cultivos o molecular de las
muestras respiratorias pueden diferenciar entre comensalismo,
colonizacion o infeccidon por Candida, debido a que las especies de este
género forman parte de la microbiota. Los Unicos métodos considerados
para confirmar el diagndstico de infeccion de vias respiratorias son por
la demostracién de las estructuras parasitarias, ya sea pseudohifas,
hifas o numerosos blastoconidios junto con células inflamatorias en el
fragmento de tejido pulmonar obtenido por biopsia; el problema es que
en pacientes en estado critico no es un procedimiento factible. En el
presente estudio se utilizé el LAT como método para el aislamiento de
levaduras, aunque es una técnica que presenta dificultad para el acceso
a la via respiratoria baja y la interpretacion del aislado. Por lo tanto, los
parametros para considerar una colonizacidon o infeccién fueron basados

en la descripcion de algunos autores que fue de 10 UFC/mL#°: 63,

Diversos autores han descrito el aumento en la colonizaciéon en vias
respiratorias que esta relacionada a los dias de hospitalizacion de los
pacientes. Logan, et al. demostraron que la proporcidon de pacientes de
UCI colonizados por Candida aumenta con el tiempo (50-80%),
solamente el 5-30% puede desarrollar CI*>. En el presente estudio el
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rango de dias de hospitalizacién fue de 5 a 62 dias, con el porcentaje
mas alto de 28.6% entre 10 y 20 dias, los pacientes a los que se les
aislé C. parapsilosis presentaron 31 y 62 dias de estancia. Por otro lado,
en los resultados de este trabajo se muestra una disminucion en el
numero de pacientes del afio 2019 a 2021 y un aumento del afio 2021
al 2022. La disminucion entre el afio 2019 y 2021 podria deberse a la
pandemia por Covid-19 que obligo a los hospitales a tener un cambio en
el manejo de los especimenes de vias respiratorias, debido al virus
SARS-CoV-2. Ademas, se observd un aumento en la asociacion de
especies de Candida. Por otra parte, el aumento en la incidencia de
infecciones por Candida se atribuye al incremento en la poblacién con
factores de riesgo?’: 4% 76, dato que coincide con este estudio que

presentaron mas de cuatro factores de riesgo.

La colonizacién del tracto respiratorio por especies de Candida es comun
en pacientes que reciben ventilacién mecanica por periodos de mas de
dos dias’’/, como se demostré en este estudio donde el 51.8% recibia
ventilacién mecanica, siendo este uno de los principales factores de

riesgo.

El aumento en el nimero de trasplantes de 6rganos y de individuos
inmunocomprometidos, asi como el uso de dispositivos invasivos
(catéteres, articulaciones artificiales y valvulas, administracién de
antibioticos de amplio espectro) son factores que contribuyen a una
mayor susceptibilidad del paciente a las infecciones nosocomiales??,
ademas facilitan la entrada de las diferentes especies de Candida en la
circulacién sanguinea y por ende la diseminaciéon a diferentes 6rganos®!.
En los pacientes que forman parte de este estudio la mayoria (78.6%)
se encontraban hospitalizados en los servicios de UCI, MI y cirugia, con
mas de cuatro factores o comorbilidades, entre las que destacaron la

administracion de antibidticos (64.3%), intubacién vy ventilacion
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mecanica (51.98%), el uso de diferentes catéteres (51.8%),
posiblemente estos fueron los factores que contribuyeron en la
proliferacion y colonizacién de Candida en el area pulmonar de estos

pacientes.

Es importante tomar en cuenta que estas especies tienen la capacidad
de crecer en los diferentes dispositivos como el CVC. Las especies que
crecen comunmente en estos dispositivos es C. parapsilosis, la tasa de
mortalidad ha sido del 20% en CI. Su origen exdgeno ha permitido que
se puedan indicar medidas preventivas eficaces, como el lavado correcto
de las manos, la manipulacién adecuada de los catéteres y el
cumplimiento estricto de los protocolos de control de las infecciones,
aunque en este estudio se aislaron en tres de las muestras de pacientes
gue tuvieron la relacion con la aplicacion de catéteres, ademas de que

los tres pacientes padecian hipertension.

Algunos autores consideran que la incidencia de neumonia
por Candida es baja y oscila entre el 0.23% vy el 0.4%, se atribuye a la
diseminacion hematdgena o a la aspiracion de contenido orofaringeo o
gastrico colonizado por Candida. En los pacientes de este estudio se
diagnosticé neumonia (33.9%) sin atribuirla a Candida, en tres de ellos,
se les administré FLZ, uno de estos pacientes presentd una asociacion
de C. glabrata con CMI de 16 pyg/mL para FLZ y C. tropicalis con CMI
>64 ug/mL, lo que nos sugiere que el uso de FLZ aumenta la aparicion
de especies distintas de C. albicans y que ademas presentan resistencias
posiblemente por el uso previo de este antifungico. Otro hallazgo
observado en estos pacientes fue la mortalidad del 37.5%. Los datos de
mortalidad que se obtuvieron en el estudio correspondieron a pacientes
gue presentaban diferentes enfermedades, sin embargo, la colonizacion
por especies de Candida quizd contribuyd indirectamente a la

enfermedad respiratoria, ya que se ha demostrado que la colonizacion
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por Candida en el tracto respiratorio se asocia con una mayor duracion
de la ventilacion mecanica y la prolongacion de la estancia hospitalaria
en la UCI, ademas, de que se ha reportado una asociacidn entre la
colonizacidon por Candida del tracto respiratorio y la neumonia asociada

al ventilador debido a Pseudomona aeruginosa*®: 63,

Candida albicans es el agente etioldgico mas comunmente aislado?’: 7¢,
en este estudio se aislé C. albicans en el 60%. Por otro lado, se ha
descrito el aumento en la incidencia de otras especies diferentes de C.
albicans como C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis,
C. orthopsilosis, C. metapsilosis, C. krusei*’: 7%; en este estudio las
especies diferentes a C. albicans representaron el 40% de los aislados,
especialmente por C. tropicalis y C. glabrata. La prevalencia de especies
distintas de C. albicans se atribuye al uso de fluconazol, ya que la
exposicion previa a este azol aumenta el riesgo de Candida resistente,
otros factores que se atribuyen son el uso de CVC, cirugia
gastrointestinal reciente, edad avanzada, terapia con glucocorticoides,
candiduria, diabetes, factores similares al grupo de pacientes de este

estudio.

La edad es un factor que debe tomarse en cuenta, ya que los pacientes
ancianos tienen multiples comorbilidades y una mayor predisposicion
general a las infecciones por agentes oportunistas??. Los resultados de
este estudio mostraron un mayor numero de pacientes entre 61-70 afos
con un promedio de edad 65.5 afos y que presentaban diferentes
padecimientos que comprometieron su respuesta inmune. Las
infecciones pulmonares afectan por igual a hombres y mujeres, en este
estudio hubo un ligero predominio en mujeres sin diferencia
significativa. Por su parte C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei causan CI
en pacientes de edad avanzada®!' 62, a pesar de que los pacientes de

este trabajo eran adultos no se pudo corroborar la presentacién de CI.
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La inmunidad innata y la adquirida son esenciales para una defensa
contra las infecciones fungicas. Las altas tasas de mortalidad por CI se
deben en parte a la incapacidad del paciente para montar una respuesta
inmune exitosa contra los hongos invasores. Khoo, et al., reportaron el
efecto modulador de la 1,25-dihidroxivitamina Dz en la respuesta de las
citocinas proinflamatorias, involucradas en el reconocimiento de
Candida, estas citocinas se ven afectadas en la variaciéon estacional,
comprometiendo la respuesta inmune a través del afio3®. Otro ejemplo
del efecto de la variacion estacional son las infecciones virales en
invierno, principalmente en el tracto respiratorio superior que pueden
llevar a infecciones sistémicas. Por su parte, las infecciones del tracto
respiratorio inferior, como la neumonia muestran un patron estacional
similar que normalmente se presentan en ancianos?°. Los resultados
obtenidos aqui muestran una frecuencia mayor en adultos y aunque de
las muestras obtenidas a través de estos 3 afios aparentemente no hubo
un mes especifico donde se recabaran un mayor nimero de muestras;
sin embargo en el afio 2022, el mayor nimero de muestras obtenidas
fueron en los meses de febrero y marzo que auln son frios; retomando el
virus SARS-CoV-2 hay una posibilidad de que los datos representados
en 2021 y 2022 sean menores debido a que, en los hospitales
implementaron protocolos de atencidon, donde todos los pacientes con
enfermedades respiratorias fueron atendidos en areas especificas de los

hospitales y en general se limitd la atencidn de los pacientes.

En los programas de vigilancia global han reportado que el FLZ ha
mostrado una sensibilidad del 90.2% (1997-2007) frente a las especies
de Candida’®. En este estudio el 85.3% de los aislados fueron sensibles
a FLZ, ésta ligera disminucion en la sensibilidad posiblemente explique
el incremento en aislados resistentes, principalmente a los azoles. La

resistencia a VRZ reportada es menor al 5%, en este estudio fue casi del
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10% lo que confirmd el cambio que se ha observado en la Ultima

década.

La identificacion de las especies es fundamental, asi como la deteccion
de asociaciones, ya que influira en la indicacién del tratamiento para las
infecciones por estas especies. Los métodos de identificacion fenotipica
son procedimientos practicos, aun utilizados en los laboratorios clinicos
de microbiologia, en este estudio la mayoria de los aislados fueron
identificados por las pruebas fenotipicas, sin embargo, tres de ellos
mostraron variabilidad morfoldgica que dificulté su identificacion, los
tres aislados correspondieron a C. tropicalis, dos de ellos presentaron
variabilidad morfolégica en CH, por la diferenciacién en la tonalidad de
colores: rosa y azul intenso, el Ultimo aislado presenté una morfologia
similar a la que se observé en las especies del género Trichosporon, es
decir, colonias secas y de superficie rugosa, esta morfologia se observo
en ADS y ADS-CC, en los medios cromégenos CH y CHp en los cuales
presentd una tonalidad azul fuerte, brillosa. La variabilidad de tonalidad
en los medios cromdgenos se puede deber a la variacion en la expresidon
de las enzimas que detectan los sustratos del medio, lo que provoca una
variacion de la tonalidad. En la literatura no se encontraron reportes de
C. tropicalis con morfologias similares a las presentadas, aunque se
sabe que microscopicamente los blastoconidios e hifas/pseudohifas de
C. tropicalis son las que presentan mayor variacién, tanto en forma
como en tamano, ademas de que esta especie es la principal en causar
falsos positivos con C. albicans, debido a las estructuras que forma: a)
pseudohifas y tubos germinativos semejantes a los de C. albicans; b) la
variacion en la morfologia de las colonias; c) la alta tasa de resistencia a
los diferentes antifungicos; d) la multirresistencia que muestran los
aislados y e) la frecuencia en el aislamiento de esta especie, junto con

otras especies de Candida. Estos datos llevan a pensar que ante un
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aislado de C. tropicalis se debera tener precauciéon. Es fundamental
identificarla e indicar un tratamiento dirigido, ya que se ha relacionado
con una mayor mortalidad en comparacidon con otras especies,

particularmente en pacientes neutropénicos y oncoldgicos?3.

Los medios cromdgenos son de utilidad para la identificacion presuntiva
de especies de Candida, la descripcidn macroscopica de las colonias en
estos medios junto con la observacidn microscopica con tincién de Gram
para la descripcion de los blastoconidios, hifas y/o pseudohifas son
factores que pueden ayudar a una identificacion mas precisa de estas
especies. Aunque estos medios presentan varias ventajas, una de las
desventajas es la falta de un marcador cromogénico especifico para C.
glabrata, que es una de las especies no albicans aislada con mayor
frecuencia de muestras clinicas, diferentes autores han reportado que si
se puede diferenciar C. glabrata de otras especies®®. En este estudio, los
aislados de C. glabrata mostraron una tonalidad que si las puede

diferenciar de las otras especies?”.

Los reportes de diversos hospitales del mundo informan de la asociacion
entre diferentes especies de Candida, siendo la mas frecuente entre C.
albicans y C. glabrata, los datos obtenidos en el presente estudio
mostraron la alta frecuencia de esta asociacion, y menos comun otras
asociaciones como C. albicans y C. tropicalis, C. tropicalis y C. glabrata,
asi como la asociacion de las tres especies. Aunque no se conocen los
motivos de estas asociaciones, se han planteado varias teorias: a) la
dureza que adquieren las biopeliculas al tener dos o mas especies de
Candida; b) C. glabrata al no formar hifas, utiliza las formadas por C.
albicans para poder colonizar los tejidos humanos!? 60, posiblemente
también explicaria la asociacién de C. glabrata con C. tropicalis. El 24%
de las muestras procesadas estaban asociadas con dos o mas especies

de Candida y el uso de CH fue el que permiti®6 observar estas
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asociaciones, cuando los aislados no eran separados y se procesaban en
el Vitek 2®, el sistema identific6 una sola especie y no coincidid con
ninguna de las especies presentes, por lo que los medios cromdgenos
siguen siendo de gran ayuda en los laboratorios clinicos de microbiologia
a pesar de la incorporacion de sistemas automatizados como el Vitek
2®2°,

Con la descripcion de Candida auris en 2009 como una nueva especie
del complejo de C. haemulonii, llevo al desarrollo de nuevos medios de
cultivo como CHp, con la finalidad de tener una herramienta util para la
identificacion presuntiva y oportuna, debido a la multirresistencia que
han descrito diversos autores®2. Aunque en este estudio no se aisldé C.
auris. El medio CHp permitié la comparacién del crecimiento y color en
los aislados de este estudio. Si se observé una diferencia en la tonalidad
que presentaban las colonias de la misma especie en CH y CHp. La
especificidad y sensibilidad para C. krusei y C. parapsilosis fue del 100%
en ambos, sin embargo, se debe considerar que los aislados de estas
especies fueron muy pocos por lo que no se trata de una muestra
representativa, es importante destacar que Ilas colonias de C.
parapsilosis difunden un halo color azul en el medio CHp, que en
personal con poca experiencia les podria causar incertidumbre con las
colonias de C. auris que también difunden un halo azul en el medio. En
los aislado de C. albicans los datos de sensibilidad fueron mejores en
CHp vy los de especificidad en CH; en C. glabrata la mejor sensibilidad y
especificidad se observd en CHp; para C. tropicalis la mayor sensibilidad
fue en CH y la especificidad en CHp, aunque los datos variaron para
cada especie, ambos medios podrian ser de utilidad, ya que ambos
cumplen con la funcion de dar una identificacion presuntiva de las

especies mas comunes de Candida.
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Los medios cromdgenos probados en este estudio son distribuidos por el
mismo fabricante y aunque no especifican la diferencia en los sustratos
gue contienen cada uno, mencionan una mezcla cromogénica que difiere
en CHp para poder identificar a C. auris. Sin embargo, las colonias
presentaron un mayor tamafio en CHp lo que sugiere que un
componente de la mezcla cromogénica influye en el crecimiento de las
colonias que también ha sido reportado por otros autores®2. El aumento
en el tamano de las colonias abre la posibilidad de la identificacién
presuntiva de estas especies en menor tiempo, solo se tendria que
corroborar la presencia del pigmento, ya que en ocasiones requiere mas

tiempo de incubacién, como se observé para C. tropicalis en CH.

A pesar de que, con la plantilla de Pantone se detectaron diferentes
codigos para las especies de Candida, en C. albicans, C. tropicalis y C.
krusei las tonalidades de los cdédigos correspondieron al color general
reportado por el fabricante, mientras que en C. parapsilosis y C.
glabrata las tonalidades variaron de rosa claro a lila, con la peculiaridad
del halo azul difundido al medio por C. parapsilosis en CHp, lo que
sugiere una ventaja de CHp sobre CH que permiti6 diferenciar C.

parapsilosis de otras especies con la misma tonalidad.

La epidemiologia acerca de la resistencia a los antifungicos por especies
de Candida es variable, aunque se carece de informaciéon en los
hospitales’®. Algunos reportes indican que la resistencia intrinseca de C.
krusei a FLZ es del 78.3%, aunque en este estudio solo hubo dos
aislados de C. krusei con CMI de 32 ug/mL para ambos aislados. El CLSI
no establece puntos de corte para esta especie debido a que su
resistencia es intrinseca. En cambio, Candida glabrata tiene una tasa de
resistencia global del 15.7%, en este estudio solo un aislado no mostro
resistencia, en los demas los valores de CMI se clasificaron como SD-D

para FLZ. La resistencia primaria a FLZ es rara para C. albicans (1.4%),

81



C. parapsilosis (3.6%) y C. tropicalis (4.1%)7% 2, la mitad de los aislados
de C. tropicalis de este estudio presentaron resistencia a FLZ y uno mas
se clasific6 como SD-D, por lo que los datos de resistencia no coinciden

con los reportes de algunos autores’®:?,

Las publicaciones descritas sobre la resistencia de las levaduras a las
equinocandinas son eventos poco comunes, con tasas que oscilan entre
0% y 1.7%, datos que concuerdan con este estudio, en el que todos los
aislados fueron sensibles a CSF. Estos resultados confirman que las
equinocandinas podrian considerarse como los farmacos de primera
linea para las CI, sobre todo en pacientes con exposicion previa a
azoles. De las especies que han mostrado resistencia a las
equinocandinas (CSF) ha sido C. glabrata, principalmente cuando hay
uso prolongado de estos antiflingicos; a diferencia, en los aislados de C.
albicans la resistencia es menos frecuente sobre todo en pacientes con
deficiente control de la fuente de infeccidn’® 2. Este hecho hace pensar
en la importancia de conocer el estado en el que se encuentran las

levaduras, es decir si son comensales o causantes de infeccidn.

En general, la resistencia que se ha reportado en los aislados frente a
AMB ha sido poco comun?, en este estudio todos los aislados mostraron

sensibilidad frente a este antifungico.

La resistencia antiflingica es una preocupacién importante, sobre todo
las resistencias cruzadas que se han reportado, principalmente a los
azoles sobre C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis’®. En
este trabajo se presentd resistencia cruzada en estas especies, a
excepcion de C. parapsilosis, ademas un aislado de C. krusei mostrd
resistencia a tres azoles y SD-D a los otros dos, hecho que debe
tomarse en cuenta al indicar la terapia antifiUngica. La presencia de

aislados que muestran resistencia cruzada en las diferentes especies
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destaca la importancia de realizar pruebas de sensibilidad antifungica y

contar con la opcion de nuevas terapias seguras.

De las indicaciones de AMB ha sido en los pacientes que han presentado
infecciones por especies de Candida que han mostrado resistencia
cruzada a azoles y con valores altos de CMI para las equinocandinas,
donde la tasa de fracaso clinico aumenta. A pesar de que se han creado
diferentes formulaciones de este farmaco, aun hay riesgo de toxicidad,
este tipo de aislados ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos, aqui
se determind la actividad de la molécula denominado A21, que presenta
analogias con anfotericina B, los resultados de la CMI para A21 no son
mejores que los que se obtuvieron para AMB, sin embargo mostré muy
buena actividad, ademas se debe tomar en cuenta que de acuerdo con
los estudios reportados por Antillén et al., esté molécula presenta un
rango muy por debajo de toxicidad en comparacion con los mostrados
por AMB, otro hallazgo interesante es que mostrd buena actividad frente
a los aislados multirresistentes a los azoles; sdlo el 12.3% presenté CMI
de 1y 2 ug/mL, con lo que se demostrd la buena actividad contra las

diferentes especies de Candida®?°.

A pesar de que las moléculas derivadas de DIM no mostraron actividad,
es importante mencionar la preocupacion de los investigadores por
desarrollar la sintesis de nuevos farmacos antifungicos, por el
incremento en la frecuencia de las infecciones causadas por especies de
Candida, asi mismo la variacion en la etiologia de estas especies y la
aparicion de aislados multirresistentes donde la terapia se ve limitada
debido al menor nimero de antifingicos disponibles para el tratamiento
sistémico en comparacién con los antibidticos. Ademas, la busqueda de
moléculas similares donde solo haya sustituciones en algunos grupos

abre aun mas la posibilidad de encontrar moléculas activas contra estos
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hongos, como fue el caso para A21 que ha mostrado buena actividad y

toxicidad reducida.

84



VII. CONCLUSIONES.

La frecuencia de aislados de Candida en muestras de aspirado traqueal
fue alta, los valores para establecer el papel que desempefian como
colonizantes o causantes de infeccién fue dificil de estimar, sin embargo,
fue evidente que contribuyeron en la morbilidad de este grupo de
pacientes, lo que se ve reflejado en la mayor estancia hospitalaria y por

ende en el aumento de los costos hospitalarios.

La identificacién utilizando medios cromégenos como CHROMagar
Candida® o CHROMagar Candida Plus® son de gran importancia en los
laboratorios de microbiologia para la identificacion de mas de una

especie de Candida o sus asociaciones.

El cambio observado en las especies de Candida y el aumento en las
especies resistentes y multirresistentes, indican el valor de las pruebas
de sensibilidad a antifungicos, asi como la creacidén de nuevas moléculas
activas contra estos hongos para el control de las infecciones. La
molécula A21 mostrd buena actividad, incluso con aislados
multirresistentes, abre un camino favorable para su uso sistémico,

aunado aparentemente a la menor toxicidad que AMB.
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VIII. ABREVIACIONES.
ADS: agar dextrosa Sabouraud.

ADS-CC: agar dextrosa Sabouraud adicionado con cicloheximida vy

cloranfenicol.

AED: familia de genes “Endothelial adhesin.”

Als: proteinas “Agglutinin Like Sequence.”

AMB: anfotericina B.

AM-H: agar Mueller-Hinton.

APZ: agar papa zanahoria.

AS: agar sangre.

ATCC: “American Type Culture Collection.”

BCIP: 5-bromo-6-cloro-3-indol fosfatasa p-toludina.
BDG: 1-3 B-D-glucano.

CH: CHROMagar Candida®.

CHp: CHROMagar Candida plus®.

CI: candidosis invasora.

CLSI: “Clinical and Laboratory Standards Institute.”
CMI: concentracién minima inhibitoria.

CSF: caspofungina.

CVC: catéter venoso central.

DLso: dosis letal 50.

DMSO: dimetil sulfoxido.
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ELISA: “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.”

EPA: familia de genes “Epithelial adhesin.”

EUCAST: “European Community Antifungal Susceptibility Testing.”
FES: Facultad de Estudios Superiores.

FLZ: fluconazol.

I: intermedio.

ISA: isavuconazol.

ITS2: Espaciador transcrito 2.

ITZ: itraconazol.

LAT: liquido de aspirado traqueal.

LB: lavado bronquial.

LBA: lavado bronqueo alveolar.

LIP: lipasas.

MF: McFarland.

MI: medicina interna.

PA14: dominio PA14.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PGA-30: “predicted glycosilphosphatidylinositol-anchored protein 30”.
PSZ: posaconazol.

PWP: familia de genes “"PA14 domain containing Wall Protein.”
R: resistente.

RPMI: “Roswell Park Memorial Institute.”



S: sensible.

Saps: “Secreted aspartyl proteinases.”

SD-D: sensible dosis-dependiente.

TUP1: Represor transcripcional negativo.

UCI: unidad de cuidados intensivos.

UFC: unidades formadoras de colonias.

UNAM: Universidad Nacional Auténoma de México.

VRZ: voriconazol.

X-NAG: 5-bromo-4-cloro-3-indol N-acetil B-D-glucosamida.
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IX. ANEXOS. MEDIOS Y TINCIONES.
Medios de cultivo.
Agar dextrosa Sabouraud.

Disolver 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada,
remojar de 10 a 15 minutos, mezclar bien hasta que se obtenga una
suspension uniforme. Calentar agitando frecuentemente y llevar a

ebullicion durante 1 minuto. Distribuir y esterilizar a 118-121°C durante

15 minutos.

Formula Cantidad (g)
Dextrosa 40.0
Peptona de carne 5.0

Peptona de caseina | 5.0

Agar 15.0

Agar Mueller-Hinton.

Afadir 38 g a 1 litro de agua destilada. Llevar a ebullicion hasta

disolucion completa. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

Férmula Cantidad (g)
Ternera, infusién deshidratada | 300.0
Hidrolizado de caseina 17.5
Almidon 1.5

Agar 17.0
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Agar dextrosa Sabouraud cloranfenicol y cicloheximida.

Suspender 36 g del polvo en 1 litro de agua destilada. Mezclar bien.
Calentar agitando frecuentemente, hasta ebullicion. Esterilizar en

autoclave a 121°C por 15 minutos.

Férmula Cantidad (g)
Harina de soya digerida por enzimas papaicas | 10.0
Dextrosa 10.0
Cicloheximida 0.4
Cloranfenicol 0.05

Agar 15.5

Agar papa zanahoria.

Agregar en un vaso de precipitados 300 mL de agua destila, la fécula de
papa Yy la pulpa de zanahoria, calentar y agitar constantemente hasta
ebullicidn, mantener por 10 minutos. Verter la mezcla en el embudo que
contiene gasas, el filtrado es recibido en un matraz Erlenmeyer con el
agar y se afora con agua destilada, agregar el Tween 80 y dejar en

ebullicién hasta disolver el agar. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15

minutos.

Férmula Cantidad (g)
Pulpa de zanahoria | 10.0

Fécula de papa 10.0

Tween 80 10.0 (mL)
Agar 18.0
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CHROMagar Candida®

Suspender 47.8 g de la base en polvo en 1 litro de agua destilada.
Calentar hasta la ebullicién, agitando constantemente sin sobrepasar los
100°C. Esterilizar por ebullicidn por tres minutos y vaciar en placas,

almacenar en oscuridad a 4°C.

Férmula Cantidad (g)
Peptona 10.2
Cloranfenicol 0.5

Mezcla cromogénica |22.0

Agar 15.0

CHROMagar® Candida plus

Suspender 50.9 g del polvo en 1 litro de agua destilada. Calentar hasta
ebullicién, agitando constantemente sin sobrepasar los 100°C. Dejar en
ebullicién por tres minutos y vaciar en placas, almacenar en oscuridad a
4°C.

Férmula Cantidad (g)
Peptona 11.0

Mezcla cromogénica y selectiva | 24.9

Agar 15.0

Caldo RPMI.

Suspender 34.53 g de acido 3-morfolinopropano-1-sulfonico (MOPS) en
un vaso de precipitado con 500 mL de agua Milli Q y agitador
magnético, disolver en su totalidad el polvo y ajustar a pH 6.9 - 7.1 con
NaOH 1N. Adicionar 10.40 g del medio RPMI y disolver, ajustar pH 6.9 -

7.1 y aforar a 1000 mL. Esterilizar por filtracién y almacenar a 4°C.
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Solucion Madre de los antifiingicos.

Pesar la cantidad de farmaco necesaria para obtener 100 veces la
concentracion mas alta del antifingico, los antifungicos solubles en agua
se disuelven en agua Milli Q y los antifingicos no solubles en agua se
disuelven en DMSO. Transferir todo el volumen en alicuotas de 500 pL a

tubos Eppendorf y almacenar a -20°C.
Tincion de Gram.

Realizar un frotis en un portaobjetos y fijar al calor. Adicionar cristal
violeta por un minuto, retirar y lavar con agua destilada. Agregar lugol,
dejar actuar por un minuto, retirar y lavar con agua destilada. Decolorar
con alcohol-acetona y lavar con agua destilada. Por ultimo, adicionar
safranina, dejar actuar por un minuto y lavar con agua destilada. Dejar

secar la preparacion y observar al microscopio.
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