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CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. INTRODUCCION

En la actualidad, un numero creciente de pacientes estan propensos a sufrir
infecciones micoticas invasivas oportunistas como la causada por el género Candida.
Existen diversos factores que incrementan las probabilidades de que dichas
infecciones se presenten. Las infecciones fungicas invasoras son mas frecuentes en
pacientes receptores de trasplante de 6érganos o sometidos a otras cirugias, pacientes
hematoldgicos sometidos a trasplante de células madre hematopoyéticas, pacientes
recibiendo farmacos inmunosupresores o0 aquellos bajo tratamiento con grandes dosis
de antibidticos por tiempos prolongados. Ademas de estos factores, también se
incluyen pacientes con enfermedades neoplasicas, SIDA, y enfermedades

pulmonares cronicas entre otros.

Segun reportes de estudios recientes, la prevalencia de las infecciones por Candida
spp. es alta, detallada como la cuarta causa de infeccion del torrente sanguineo de
origen nosocomial. Las diferentes formas en las cuales el paciente puede volverse
susceptible a la enfermedad han llevado a cambios en la epidemiologia y presentacion

clinica de estas infecciones.

En el afo 2013, Nucci y Alvarado realizaron un estudio en siete paises de
Latinoamérica, en el cual se incluyé Honduras, ellos tuvieron como objetivo la
caracterizacion de la epidemiologia de las candidemias y la determinacion de la
frecuencia de especies de Candida en pacientes hospitalizados., Este estudio, sobre
la determinacion de especies de Candida fue el primero realizado en Honduras, se
llevo a cabo mediante aislamientos de hemocultivos obtenidos de diversas salas del
Hospital Escuela Universitario (HEU), se determiné ademdas la susceptibilidad y

resistencia a farmacos antifingicos. La informacién recolectada en dichos estudios es



de mucha importancia ya que se ha reportado resistencia a este tipo de farmacos en
algunas especies del género Candida. La identificacion de las especies circulantes,
sobre todo a nivel hospitalario y en especial en areas de atencion critica como la
unidad de cuidados intensivos (UCI), brinda informacion que influye en la toma de
decisiones al momento de administrar tratamiento profilactico por parte del clinico y
favorece la pronta administracion de farmacos mas eficaces, teniendo en
consecuencia un menor riesgo de mortalidad, en especial para el paciente pediatrico
en estado critico.



1.2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La candidiasis se define como la infeccion causada por cualquiera de las mas de 300
especies del género Candida identificadas hasta la actualidad. En cuanto a la
candidemia, se sabe que es el aislamiento de cualquiera de estas especies en un
cultivo de muestras de sangre y que un paciente critico puede evolucionar, de forma
tal que induce un alto riesgo de mortalidad. @2

La epidemiologia de la infeccién invasiva por Candida (lIC) depende de factores tales
como las caracteristicas propias de la institucién donde se atienden los pacientes, el
tipo de poblacion, y factores asociados al hospedero. La circulacion de especies de
Candida en ambientes hospitalarios se relaciona con la expansion del uso de terapia
profilactica con azoles, aumentando la proporcion de forma variable de las especies
no-albicans, a eso se agrega la dificultad para establecer la sospecha diagnéstica de

forma temprana por parte del clinico o intensivista, influyendo en el prondstico. 3

A nivel mundial se han realizado varios estudios sobre esta tematica, algunos de estos
muestran relacion entre morbilidad y mortalidad con diferentes especies de Candida.
Entre estos estudios se destaca el de Jordan et al @ realizado en 24 Unidades de
Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP) en Espafia, donde se encontré una mortalidad
de 8.5 % por C. albicans, 13.5 % por C. parapsilosis y 23.3 % por C. tropicalis, dicho
estudio también resume que la mayoria de especies aisladas resultaron ser Candida
no- albicans, de 125 aislamientos solo 47 fueron C. albicans; esto es alarmente porque
en la mayoria de los casos, los antifungicos de primera linea que son anfotericina B y
fluconazol van dirigidos principalmente contra la cepa de C. albicans, especie que se
mantiene susceptible a tales farmacos, no presentando esta misma respuesta entre
las especies no-albicans, puesto que estas han mostrado altos niveles de resistencia
a dichos farmacos. Debido a estos reportes, actualmente se considera indispensable
la identificacion de especies de Candida en el laboratorio clinico, principalmente en

centros hospitalarios donde las infecciones por esta levadura son frecuentes.



Segun estudios previos, la candidemia induce una tasa de mortalidad de 16 % en
pacientes pediatricos no-neonatos, con una tasa de mortalidad del 28 % en neonatos,
de las cuales 70 % son por especies diferentes de C. albicans, @ pasando la
prevalencia de esta Ultima de 80 % en hospitales a 29 % en algunos otros. ¢4

En Honduras, la mayoria de laboratorios en los hospitales, no cuentan con los recursos
para la identificacién de especies de Candida, solamente algunos de los hospitales
terciarios realizan identificacion de especie con muchas limitaciones, debido a que los
métodos comercialmente disponibles son muy caros. Los métodos moleculares,
aunque se utilizan casi exclusivamente con fines de investigacion cientifica en
Honduras, podrian solucionar el problema de diagnéstico laboratorial; estos métodos,
una vez implementados demuestran ser accesibles, faciles de realizar por un operador

entrenado, y a la vez econOmicos en comparacion con otras técnicas.

Se ha mencionado la importancia de la identificacion de especies de Candida en
diferentes tipos de muestras. Por ello, el estudio tiene como objetivo caracterizar las
diferentes especies de Candida, aplicando la técnica de PCR-RFLP como opcién
diagnostica en pacientes que necesiten una respuesta oportuna en casos de
candidiasis invasivas y candidemias, ademas de que lo0s datos obtenidos por el
estudio podrian utilizarse para futuros proyectos de investigacion con el agente

infeccioso mencionado.

1.3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las especies circulantes de Candida causando infeccién en
pacientes de las diferentes unidades del Departamento de Pediatria del
Hospital Escuela Universitario (HEU) determinadas mediante biologia

molecular en el periodo de Noviembre 2015- Abril 20167



1.4 OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por métodos moleculares las especies de Candida aisladas en
muestras de las diferentes areas de atencién del Departamento de Pediatria
del Hospital Escuela Universitario (HEU), Tegucigalpa, Honduras, en el
periodo de Noviembre 2015-Abril 2016.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar por métodos moleculares las especies de Candida aisladas
de diferentes muestras de pacientes del Departamento de Pediatria del
Hospital Escuela Universitario (HEU).

2. Determinar la frecuencia de las especies de Candida entre los pacientes
estudiados.

3. Determinar la distribucion de especies de Candida segun sala

pediatrica.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES

Algunas especies de Candida y de forma notable C. albicans, son comensales
humanos ubicuos. Estas se vuelven patdgenas en situaciones en donde la resistencia
del hospedero a la infeccidn esté disminuida de forma local o sistémica; y en dichas
circunstancias estas especies pueden causar enfermedad en cualquier lugar del
cuerpo humano.® La prevalencia de las infecciones por Candida es alta, y los
diferentes factores en los cuales el paciente pueden volverse susceptible, ha llevado
a cambios en la epidemiologia y presentacion clinica de estas infecciones, con un

importante aumento en la incidencia en las Gltimas décadas.(® 6

En cuanto al término “candidiasis” este se refiere a la infeccion causada por cualquiera
de las especies del género Candida reportadas hasta ahora.(7) Actualmente las
especies de Candida son la cuarta causa mas frecuente de infeccion nosocomial del
torrente sanguineo (“BSI” del inglés Bloodstream Infection) en los Estados Unidos de
América (EUA) y esta asociada con mortalidad importante, ademas de ser la principal
causa de infeccion invasiva por hongos en el paciente criticamente enfermo de
cualquier edad en unidades de cuidados intensivos, asi como la segunda causa de
infeccion invasiva por hongos en pacientes sin compromisos severos.(8)

Varias especies de Candida se han relacionado como causales de infeccién en
humanos, mientras que otras menos frecuentes han sido ocasionalmente descritas
como patogenos (Tabla 1), aunque no siempre se evidencia la frecuencia real de estas

especies debido a la falta de identificacion definitiva. 6.9



Especie Frecuenciay Factores de riesgo Mortalidad
caracteristicas

C. krusei 2-25 % de las fungemias Leucemia, *TPH, neutropenia, Global 30-70 %;
13 % en pacientes con profilaxis con fluconazol. atribuible 40 %
cancer.
13-25 % en pacientes con
leucemia.

C. glabrata 8-37 % de las candidemias  Tumor sélido, cirugia abdominal, Global 45 %
4.5-13 % en pacientes con profilaxis con fluconazol.
cancer.

C. parapsilosis 12-15 % de las Dispositivos intravasculares Global 8 %

candidemias en pacientes

con cancer.

C. tropicalis 4-25 % de las candidemias. Leucemia aguda, neutropenia, Global 33-90 %
11-25 % en TPH. mucositis
18 % en neoplasias
hematolégicas.
4-9 % en tumores solidos.

C. lusitaniae 2-9 % de las candidemias. TPH, neutropenia, quimioterapia  Global 35 %;
Causa de candidemia a altas dosis, neoplasia atribuible 25 %

intercurrente (aparece al
menos 5 dias después de
iniciar tratamiento
antifangico)

hematoldgica.

C. guilliermondii

0.7-5.5 % de las fungemias.

Céncer, TPH, neutropenia.

Atribuible 24 %

C. dubliniensis

3-25 % de candidiasis
orofaringeas en enfermos
VIH.

3-25 % de candidiasis

orofaringeas en enfermos VIH.

No hay datos.

Tabla 1. Principales especies de Candida no albicans causantes de infecciones

invasivas.

*TPH: Trasplante de Progenitores Hematopoyeticos.
Fuente: Miguel Salabert et al, Enferm Infecc Microbiol Clin 2006; 24 Supl 1:36-4.



2.2 TAXONOMIA

Actualmente, Candida pertenece al reino de los hongos, al Phylum Ascomycota,
Subphylum Ascomycota, Clase Ascomycetos, Orden Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Género Candida, presentando estados Teleomorfos como:
Debariomyces, lIssatchenkia, Pichia, Wckerhamomyces, Yarrowia, Meyerozyma,
Clavispora, entre otras estados Anamorfos: diversas especies y complejos de

especies de Candida © (Figura 1).

2.3 BIOLOGIA CELULAR Y ENZIMOLOGIA

Debido a su importancia médica C. albicans ha sido investigada extensamente en
comparacion a otras especies del género. Sus caracteristicas de crecimiento como
procesos metabdlicos y caracteristicas enzimolégicas son todas similares a las

eucariotas.

Vacuola Mitocondria

., Nucleo

Membrana

- |
Capsula nuclear

Membrana
citoplasmatica

Pared celular

Figura 1. Estructura esquemaética de una célula de Candida.
Fuente: Richardson et al, 2007. Pag. 1-11.

Para su desarrollo, las blastoconidias de las especies de Candida se multiplican por
medio de un proceso tipico de produccién de brotes (gemacién), ademas de que
también puede desarrollarse como verdaderas hifas del tipo filamentoso.9

Los polisacéridos en estas especies de Candida se localizan de forma primaria en la



pared celular y el principal componente de la pared celular son los mananos
fosforilados, glucanos y pequefias cantidades de quitina.

Los polipéptidos y proteinas estan ligados de forma intima con los polisacaridos de la
pared celular y las estructuras finas de los distintos oligomeros fosfoglicopeptidicos y
polimeros, lo que cuenta para establecer las diferencias entre estructuras antigénicas.
La expresion de las macromoléculas de pared celular también puede variar de célula

a célula y aun dentro de diferentes porciones de la pared en la misma célula.®

Se ha determinado que la pared celular de C. albicans es una estructura dinamica y
en constante cambio que contiene proteinas enzimaticamente activas tales como la
enolasa y la N-acetil-gluconaminidasa, epitopos similares a ubiquitina y una proteina
relacionada con la familia hsp70 (una proteina de choque térmico). La expresion
variable de esta proteina de pared celular presumiblemente es el resultado de un
sistema complejo y dinamico de regulacién. La pared contiene tres tipos de moléculas
de adhesina, una de ellas es una glicoproteina, expresada en condiciones de estrés
celular sobre la superficie de las células de C. albicans simulando componentes
humanos de complemento como C3d y también iC3b; un segundo tipo de adhesina es
una proteina mitad glicoproteina que se liga a los glicosidos del hospedero que
contienen fucosa o N-acetilglicosamina, el tercer tipo involucra la porcion de
polisacaridos de una manoproteina que se liga a receptores desconocidos del
hospedero. La estructura de los polisacaridos mananos de C. albicans ha sido
estudiada de forma extensa, dada su relevancia como uno de los principales
componentes de la pared celular, la naturaleza de esta estructura puede ser alterada

por cambios en el pH externo y la temperatura 8 9 (Figura 2 A).

Los lipidos en C. albicans son predominantemente fosfolipidos y esteroles, el
ergosterol es el principal componente esterol de la membrana (Figura 2 B). Dichos
lipidos proporcionan el sitio de accion para la sintesis de enzimas involucradas en la
morfogénesis de la pared celular y de la accion de farmacos antifungicos, las
alteraciones en dichos lipidos pueden presentarse durante la transicion de levadura a

micelio. Se conoce que C. albicans crece en un amplio rango de pH, desde por debajo



de 2.0 hasta casi 8.0 y bajo condiciones aerobias, microaerofilicas y anaerobias.
Ademas, en la mayoria de las enzimas del género Candida han sido ya descritas, una
de las mas estudiadas es el grupo de las aspartil-proteinasas (Sap) producidas por
varias especies como: C. albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. parapsilosis y
C. tropicalis. Diferentes isoformas de Sap encontradas en C. albicans son factores
importantes de virulencia para diferentes tipos de candidiasis; dichas enzimas
producen protedlisis de proteinas del hospedero involucradas en defensa contra la
infeccion.

La diferencia en los perfiles de desnaturalizacion dependientes de pH puede explicar
de forma parcial las diferencias entre especies de Candida respecto a la virulencia.®
La superfamilia Sap en C. albicans incluye al menos 10 isoenzimas (desde SAP1 hasta
SAP10). Se han asociado diferentes localizaciones de varios Saps dentro de las
levaduras con diferente tipo de patogénesis. La expresion predominante de Sapl-3 ha
demostrado ser crucial para las infecciones experimentales superficiales en
candidiasis cutanea de mucosas, y Sap4-6 puede ser importante para la enfermedad
sistémica.(’ C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C.
parapsilosis y C. tropicalis tambieén producen fosfolipasas; estas enzimas son
importantes para el control de crecimiento de las levaduras, remodelacion de la
membrana de la pared celular del hongo e invasion a través de hidrdlisis de
fosfolipidos en los tejidos blandos del hospedero. La fosfolipasa B es esencial para la
virulencia de C. albicans, y es secretada por dicha especie durante el proceso

infeccioso.: 9
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A= Diferentes morfologias de Candida spp. que juegan varios papeles en la colonizacién y la
enfermedad. Las células blancas sirven en la creacion y difusion de infecciones micéticas, las
pseudohifas e hifas verdaderas intervienen en la penetracion e invasion de tejido hospedero, las células
en fase opaca Yy grices se estan acoplando a células gastrointestinales induciendo transicion (GUT)
y adaptadas especialmente para el crecimiento como comensales.

B=Representacion esquematicade lacomposicién de lapared celular de Candida spp. en células
de levadura e hifas. En dichas formas los restos de azlcares presentes en la pared celular de los
hongos son los mismos pero su exposicion y espesor determinar diferentes propiedades
inmunogénicas. Por ejemplo, 3-glucanos solamente estan expuestos en las cicatrices del brote de las
levaduras y los tabiques de divisién estan ocultos por una capa superficial de manano en la forma de
hifas.

Figura 2. Morfotipos de Candiday composiciéon de su pared celular.

Fuente: Mukaremera. L et al, 2017. Immune Recognition. Frontiers in immunology.
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2.4 MORFOGENESIS (DIMORFISMO)

Candida glabrata crece como una pequefia levadura pequefa y eliptica con brotes
unicelulares; este crecimiento contrasta con los tipos de crecimiento de C. albicans,
C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis, las cuales forman levaduras en brote eliptico
y también pueden formar pseudohifas las cuales tendran filamentos multicelulares
bien desarrollados. C. krusei y C. parapsilosis pueden ser consideradas como
dimoérficas debido a que exhiben formas reproductivas en forma de brotes y también
como pseudohifas. La presencia de brotes de levaduras y pseudohifas en el tejido
infectado es usualmente indicativa de candidiasis. *V)

Bajo condiciones adecuadas de incubaciéon, C. albicans puede también formar
clamiconidias refractiles grandes, dicho proceso morfogenético puede estar regulado
genéticamente. Con respecto al dimorfismo de C. albicans, diferentes formas pueden
penetrar tejidos blandos del organismo y relacionarse con la virulencia de la especie,
aun mas, las formas de brotes y filamentos juntos probablemente juegan un papel en

la progresion de la infeccidén en seres humanos.

La formacion y desprendimiento de brotes unicelulares puede facilitar la diseminacion
hematdégena de la levadura luego de la angioinvasion. En contraste, las formas
filamentosas de la especie presumiblemente amplifican la capacidad para invadir
tejidos. Las sefiales para que se produzca este dimorfismo (levaduras en brotes,
pseudohifas e hifas) incluyen: el pH del microambiente, la disponibilidad de nitrégeno
y carbono, oxigenacion, factores plasmaticos y hormonales, asi como la densidad de

estas levaduras causando infeccion en el hospedero.

Los genes sensibles al pH que estan involucrados en el crecimiento, morfologia,
sintesis de la pared celular y el cambio de brotes de tipo levadura a formas
filamentosas, han sido identificados y descritos en la literatura indicando que la
importancia de estos podria variar de acuerdo al sitio de infeccién necesarios para el

crecimiento normal de los brotes y filamentos.®
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La regulacion del crecimiento filamentoso esta ademas a cargo de varias proteinas-
quinasas de la subfamilia Cdc2 y la sensibilidad o deteccion de quérum, el cual es un
mecanismo de regulacion de la expresion genética en respuesta a la densidad de
poblacion celular, las células involucradas producen y excretan sustancias llamadas
autoinductores, que sirven de sefial quimica para inducir la expresion genética

colectiva.® 9 (Figura 3).

A= Levaduras en gemacion, B= Pseudohifas, C= Hifas verdaderas

Figura 3. Variaciones en la morfologia celular del género Candida.

Fuente: Bendel C. et al, Elsevier Saunders; 2010.

2.4.1 Cambios fenotipicos en C. albicans

Las colonias de C. albicans en agar algunas veces muestran variaciones en la forma,
particularmente después de un largo periodo de incubacion. Esta caracteristica ha
sido definida como la expresién de un fenémeno llamado "switching" fenotipico. (2
Los cambios en la forma de una colonia se presentan con alta frecuencia en
subcultivos secuenciales desde un clon Gnico, con nuevas variantes en las colonias.

La frecuencia de este fendbmeno es muy alta como para relacionarse con mutacion
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genética, y muy baja como para ser atribuible a una conversién en masa, en la cual
todas las células de una poblacion cambien su fenotipo en respuesta a cambios

ambientales.

Es probable que este fendbmeno sirva como un tipo de sistema maestro en C. albicans
que se relaciona con respuestas rapidas a nivel celular por cambios en el
microambiente; lo que explica diferencias ya descritas entre epitopos expresados en
la superficie de células individuales, y podria relacionarse con los cambios en la
morfologia celular, algunas veces observada dentro de unidades celulares.® '® Se ha
postulado que este cambio fenotipico explica la capacidad de C. albicans para
sobrevivir en micronichos ambientales dentro de un hospedero mamifero. C. albicans,
utiliza una configuracion comun de vias conservadas para regular el dimorfismo,
emparejamiento y cambio fenotipico. Todas estas vias regulan la expresion de genes
especificos de la fase a su vez especificos de las hifas que codifican proteinas que
contribuyen directa o indirectamente a la patogénesis y virulencia de C. albicans. Por

consiguiente los genes de virulencia estan co-regulados con la morfogénesis celular.
(1,6,9)

2.5 EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL GENERO CANDIDA

Candida spp. reside de manera comensal principalmente en el tracto gastrointestinal,
vagina, uretra, piel y debajo de las ufias. El género Candida esta a menudo asociado
con enfermedad humana, pero también se obtiene en aislamientos de otros animales
vertebrados, ademas se encuentra en la atmésfera, agua fresca y mar junto con arena,
a la vez, es un contaminante ocasional de algunos alimentos y puede ser recuperada
de fémites, tales como: ropa diaria y cepillo de dientes.

La prevalencia estimada de Candida spp. es variable segun el sitio y la poblacion
muestreada y el método de muestreo. La prevalencia de colonizacién oral es de
alrededor del 6 % (2-37%) entre sujetos saludablesy 47 % (13-76 %) entre pacientes
hospitalizados.(”

Ademas, la tasa de portadores es mayor en ciertos individuos tales como: pacientes
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infectados con el virus de Inmunodeficiencia humana (VIH) que tengan bajos conteos
de linfocitos T CD4*, pacientes con dentadura postiza, diabéticos, adultos que reciben

quimioterapia como tratamiento para neoplasias y finalmente nifios.4

Virtualmente el 100% de los seres humanos son portadores de alguna especie 0 mas
de Candida en el intestino, desde el duodeno hasta el colon, y el nimero de levaduras
acarreadas en cualquier momento en el intestino a menudo aumenta a niveles que se
vuelven detectables en la bocay en las heces en personas enfermas en circunstancias
en donde los mecanismos de supresion microbiana del hospedero estén reducidos.®
15 Raramente la piel seca es colonizada por Candida spp; y las especies que
predominan en las muestras de piel son C. guilliermondii y C. parapsilosis, mas que
C. albicans.®

El incremento de la supervivencia neonatal también ha contribuido a la reciente
emergencia de casos, dado que los recién nacidos son hospederos vulnerables a la
colonizacion e invasion, especialmente en los menores de 1000 gramos de peso que
se clasifican como neonatos con extremadamente bajo peso al nacer (EBPN) o con
menos de 28 semanas de edad gestacional, reportandose un comportamiento similar
al de la ecologia descrita para UCI de adultos. Segun estudios realizados en salas de
neonatos de EUA se encontré en el afio 1994 un porcentaje de 60-80 % de
aislamientos de especies de Candida como C. albicans®®, encontrandose un
porcentaje en esta misma sala de 40-50 % en el 2001; esto relacionado posiblemente
con la emergencia de C. parapsilosis como segundo agente asociado a mortalidad en
este tipo de pacientes con factores determinantes de la enfermedad como: tamafio del
in6culo, susceptibilidad del neonato, virulencia de la especie, aumento de la

colonizacién de las superficies mucosas y disrupcion de la funcion inmune.@ 17 18)

En EUA los aislamientos por Candida ocupan el cuarto lugar de los agentes
identificados en hemocultivos de pacientes hospitalizados y este género es
responsable del 8-15 % de todas las fungemias nosocomiales, ocupando en dicho

pais el cuarto lugar de todas las infecciones nosocomiales del torrente sanguineo (9
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% de los cultivos).(1®

2.5.1 Epidemiologia de candidiasis en América Latina

En un estudio reciente sobre prevalencias de especies de Candida en los principales
centros de atencidn realizado en siete paises de la region latinoamericana con 20
centros terciarios incluidos, se encontr6 una prevalencia general de: C. albicans 37.6
%, Candida parapsilosis 26.5 %, C. tropicalis 17.6 %, C. guillermondii 6.5 %, C.
glabrata 6.3 %y C. krusei 2.7 %. ¥ Ecuador mostrd la mayor proporcion de episodios
debido a C. albicans con 52.2 % de los aislamientos, mientras que Honduras y
Venezuela mostraron la tasa mas baja con 27.4 % y 26.8 %. Aunque C. parapsilosis
fue muy frecuente en la mayor parte de los paises, en Honduras fue la especie menos
frecuente con 14.1 % mientras los datos muestran que que C. guillermondii fue muy
frecuente en nuestro pais con 20.7 %. La proporcion mas alta de episodios por C.

glabrata fue en Brasil con 10 % y la mas baja en Venezuela con 2.4 %.%

En relacion a la mortalidad en Brasil, del total de fallecimientos relacionados con
hongos, la candidiasis fue de 16.3 %, superior a la aspergilosis (5 %), histoplasmosis
(5.6 %), zigomicosis (0.9 %), coccidiodomicosis (0.8 %) y so6lo superada por
paracoccidiodomicosis (44.6 %) y criptococcosis (26.8 %), mostrando zonas

hiperendémicas de estos dos Ultimos agentes en dicho pais.G 4

En el 2001, fue iniciado en Brasil el programa ARTEMIS, con el objetivo de generar
vigilancia sobre la actividad del fluconazol y voriconazol sobre Candida spp. asociada
a infeccién invasiva y para proporcionar el desarrollo continuo y validacién de sistemas
de prueba de susceptibilidad antifUngica basados en caldo y en agar, este programa
utiliza un laboratorio central de referencia y una red internacional de 105 centros como
fuentes de muestras.(4 19

De acuerdo a los hallazgos reportados en la actualidad por métodos de diagnostico

mas sensibles y especificos, mas del 90% de las infecciones invasivas relacionadas
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con especies de Candida, se atribuyen a cinco especies como principales
responsables de estas etiologias y fueron: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
tropicalis y C. krusei. (20

Aungue C. albicans se mantiene como la especie dominante causando infeccion del
torrente sanguineo, la frecuencia de ocurrencia varia en el mundo desde 37 % en
Latinoamérica hasta 70 % en Noruega.®?

Es notable la baja frecuencia de C. glabrata como causa de invasion del torrente
sanguineo en Latinoamérica, ya que solo el 4-7 % de estas infecciones se atribuyen
esta especie. La tendencia de C. glabrata de hemocultivos en la frecuencia es a la
disminucién de aislamiento, asi en Latinoamérica pasé de 7.4 a 4.7 %, entre 2002 y
2004; en Europa de 10.5 % a 8.8 %, y en la region de Asia-Pacifico paso de 12.1 % a
7.2 %. Por otra parte, la frecuencia de candidiasis invasiva por C. parapsilosis ha
aumentado recientemente y de forma muy notable en Latinoamérica. Otra
caracteristica reciente es que C. tropicalis es la cuarta especie mas frecuentemente
identificada de Candida asociada a hemocultivos en Norteameérica (7%).

A nivel Latinoaméricano C. tropicalis se ha encontrado en un 20%, aislandose con
mayor frecuencia que C. glabrata, C. guillermondii y C. rugosa, que son especies
relativamente poco frecuentes, aunque se contabilizan en 3- 5% de todas las
candidemias tendiendo a ser mas comunes que C. glabrata o C. krusei en estas
regiones (22,

En Brasil en el 2011 San Blas & Burger, %> 23 reportaron una prevalencia general de
C. albicans de 40.9 % de los aislamientos de Candida, seguido en frecuencia por C.
tropicalis con 20.9 % y C. parapsilosis (11.7%); estos aislamientos presentaban un
20.5% de sensibilidad a farmacos polienos, triazoles y caspofungina. Venezuela,
hasta el 2005, C. albicans represent6 46.7 % de las especies aisladas seguido por C.
tropicalis con 19 %, C. glabrata con 9.2 % y C. parapsilosis con 6 %. En Chile las cifras
son similares con: 40.8% para C. albicans, 13.1% para C. parapsilosis y 10% para C.
tropicalis. En Argentina, de forma similar, C. albicans representa 40.7 %, C.
parapsilosis 28.7 %, C. tropicalis 15.8 %, C. famata 4.5 %, C. neoformans 3.8%, C.
glabrata 2.6% y otras 4.5%.
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En pacientes inmunosupresos con candidiasis se encontrg C. albicans en 24.4% vy C.
dubliniensis en 4.4%.

En México, C. parapsilosis ocupé el primer lugar con 37.9% (2004-2007), C. albicans
31.9 %, C. tropicalis 14.8 %, C. glabrata 8 %. Hay que hacer notar que todas estas
prevalencias pueden variar de acuerdo al grupo de edad.®?.

2.6 PATOGENIA'Y FACTORES DE VIRULENCIA

El estado del hospedero es de importancia primordial para determinar la patogénesis
de Candida spp; de hecho estas especies se consideran patdgenos oportunistas y
para que ocurra enfermedad debe haber un factor que altere la actividad del sistema
inmune en el paciente, permitiendo que se establezca la infeccion. Ademas de factores
por parte del paciente se han identificado factores en dicho microorganismo que
contribuyen a su capacidad para causar enfermedad y que explican la diferencia
respecto a la patogénesis, entre estos factores se incluye el pH ambiental y
mecanismos multiples de adherencia que permiten la adhesion a los tejidos del
hospedero y la subsecuente proliferacion; estos mecanismos de adherencia incluyen
proteinas de superficie especificas de hifas (Hwpl), necesarias para la adhesion
estable a las células epiteliales, mutaciones en genes que regulan el cambio de brotes
de levadura a formas filamentosas, que es codificada a proteinas de superficies de C.
albicans (INF1) y manosil-transferasa.

La adherencia de las especies de Candida a un amplio rango de tipo de tejidos y
superficies estables, es esencial en los estadios tempranos de la colonizacién y de la
invasion tisular. C. albicans se adhiere mas fuertemente a células epiteliales que C.
tropicalis, seguido por C. parapsilosis. Estos hallazgos se relacionan con la categoria
de la virulencia asignada a dichas especies %,

La adherencia es obtenida mediante la combinacion de mecanismos especificos
(interaccion ligando-receptor) y no especificos (carga eléctrica-fuerzas de Van de
Waals). Las células de C. albicans que estan agrupadas de forma mas compleja se
adhieren mejor al hospedero que durante la fase de levadura.

La hidrofobicidad de la superficie celular de C. albicans juega un papel importante en
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la fijacion del microorganismo a las células eucariotas y superficies inertes, se sabe
que la produccion del tubo terminal se asocia con un aumento significativo en la
hidrofobicidad de la superficie facilitando dicha adherencia.* © (Figura 4).

Los mananos son glicoproteinas presentes en la superficie celular de C. albicans y
gue contribuyen también a su virulencia, afectando principalmente la hidrofobicidad de
la superficie celular de la levadura, llevando a cambios en la capacidad de adherencia
a los tejidos del hospedero, y también suprimiendo la respuesta inmune; dichas
mananoproteinas liberadas de C. albicans se ligan a eritrocitos y causan hemadlisis.
Las hifas de C. albicans se ligan a la hemoglobina humana. El nivel del receptor de
hemoglobina es significativamente mayor en las especies que presentan hifas en
comparacién con las especies que solo presentan levaduras, cabe resaltar que solo
las células con hifas de C. albicans utilizan la hemoglobina como fuente de hierro.("-24
La produccién enzimatica por las especies de Candida es un factor importante de
resistencia ya que dichas enzimas incluyen proteinasas extracelulares, fosfolipasas,
lipasas, enzimas hidroliticas y de adhesion.® ¢ 9

Los grupos mas extensamente estudiados de enzimas son las Sap y las fosfolipasas

(ver seccion de biologia celular y enzimologia de Candida spp).

La expresion de las glicoproteinas de pared, secrecion de enzimas proteoliticas,
formacion de hifas, resistencia a las defensas del hospedero y la resistencia a los
azoles son contribuyentes de la virulencia, del mismo modo todas estas caracteristicas
han sido asociadas con el fendbmeno de cambio de fenotipo. Por consiguiente, el
cambio de fenotipo contribuye a la virulencia facilitando la capacidad para sobrevivir,
invadir tejidos y escapar a la defensa del hospedero. Por otro lado, los neutréfilos por
si mismos pueden aumentar el proceso de cambio de fenotipo en las cepas mas

susceptibles.@*

Otro factor de virulencia potencial es la resistencia a la proteina microbicida
plaquetaria inducida por trombina (tPMP), la susceptibilidad o resistencia de las
especies de Candida a tPMP ha sido demostrada en la evolucién y resultado final de

infecciones experimentales a nivel endovascular.
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Se hareportado que la extension del aclaramiento de Candida por fluconazol es mayor
en animales infectados con cepas susceptibles a tPMP que en aquellas cepas

resistentes.©
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Las células de Candida obtienen la adherencia celular al hospedero por la expresion de adhesinas, dicho ontacto
desencadena en algunas especies la transicion de levadura a hifa y un crecimiento dirigido a través de
tigmotropismo. La penetracién alas células del hospedero ocurre a través de endocitosis inducida, un segundo
mecanismo de penetracion son las fuerzas fisicas (penetracién activa rompiendo las barreras) y secrecion de
hidrolasas. Launion de las células de Candida a elementos inertes (ejemplo catéteres) y a la superficie de células
del hospedero puede dar lugar a la formacion de biopeliculas. la plasticidad fenotipica (conmutacién) influye
en la antigenicidad y formacion de biofilms, Ademés de estos factores de virulencia, varios rasgos de
comportamiento en dicho género influyen en la patogenicidad como por ejemplo una robusta respuesta al estrés
celular mediada por proteinas de choque térmico (HSP); auto-induccion de la formacion de hifas a través de
absorcién de aminoacidos, excrecién de amoniaco (NHs), alcalinizacion extracelular concomitante; flexibilidad
metabdlica, absorcion de diferentes compuestos como el carbono (C) fuentes de nitrégeno (N); y absorcion de
metales traza esenciales, por ejemplo, hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso (Mn).

Figura 4. Vision general de los mecanismos de patogenicidad de Candida.

Fuente: Mayer FL, Wilson D, Hube B. Candida albicans pathogenicity mechanisms. Virulence 4:119-128, 2013. ¢4
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2.7 RUTAS DE TRANSMISION DE ESPECIES DE CANDIDA

La fuente predominante de infeccion en todas las enfermedades causadas por
Candida es el mismo paciente, con una disminucion de la barrera anti-Candida del
hospedero, la transmision desde el intestino hasta el torrente sanguineo requiere del
crecimiento aumentado de levaduras en el intestino, y esto es favorecido por la pérdida
de integridad de la mucosa intestinal.("-9

Aunque la fuente de infeccién es mayoritariamente enddgena, cerca del 30% tienen
origen exdgeno (demostrado por técnicas moleculares). La importancia de la
transmisién exdégena depende en gran parte de la naturaleza de la enfermedad
involucrada; se ha reportado que gran parte del personal de salud es portador en
especial de C. albicans y C. parapsilosis. Las infecciones por especies de Candida
gue resultan de materiales contaminados ya han sido descritas y estas incluyen con
mayor frecuencia la endoftalmitis quirdrgica causada por soluciones contaminadas
intravitreas, materiales procedentes de nutricion parenteral asi como supositorios
contaminados.® "

La transmision desde el equipo de atencion médica al paciente, y de paciente a
paciente, también ha sido demostrada. Dichas rutas de transmision parecen ser de
importancia en contextos relativamente cerrados tales como unidades de quemados,
unidades geriatricas, hematologia, UCI y unidades de trasplantes de érganos.® 7
Tambien, la transmision vertical es una via particular de la adquisicion de especies de
Candida para los neonatos, siendo una manera en que se transmite la biota de la
vagina materna al momento del nacimiento.

La candidiasis vulvo-vaginal estd presente hasta en el 56% de las mujeres
embarazadas, especialmente en el ultimo trimestre de embarazo, ademas de que el
personal médico puede ser un reservorio potencial de transmision nosocomial con una
prevalencia segun estudios de hasta 50% de portadores en estos equipos médicos de

atencion.®. 4
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2.8 PREVALENCIA CLINICA DE LAS ESPECIES DE CANDIDA

Candida albicans es la especie méas frecuentemente relacionada con infecciones en
sitios genitales, cutaneos y orales.® Las especies no albicans que son patégenas y se
aislan con mayor frecuencia son: C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, y C. tropicalis.(”)

C. albicans es la especie predominante que produce candidiasis orofaringea entre los
pacientes VIH positivos.) La extension del uso de profilaxis con fluconazol en
pacientes VIH ha inducido la aparicion de cepas resistentes al fluconazol de C.
albicans y ha aumentado la frecuencia de casos relacionados con Candida no
albicans, especialmente en estadios tardios del SIDA; sin embargo desde que se
introdujo la terapia antiretroviral altamente activa (HAART) la tasa de casos portadores
de C. albicans resistente a fluconazol ha disminuido de forma importante; dicha
disminucién de los portadores de cepas resistentes a fluconazol indica que la

resistencia posiblemente esta en funcion del estado inmune del hospedero.

Las especies de Candida son el cuarto organismo mas frecuentemente aislado de
hemocultivos de pacientes hospitalizados en EUA. Entre 1995 y el 2002 se
contabilizaron 1,890 cultivos positivos por Candida relacionados con fungemia
nosocomial, siendo C. albicans la mas frecuente con 54% de los episodios seguidos
por C. glabrata con 19% y C. parapsilosis y tropicalis con 11 % cada una; durante este
periodo, la proporcion de C. albicans y C. parapsilosis aumentd, en contraste con la
disminucion de los casos de C. glabrata y C. tropicalis. (6

Los cambios en la distribucion de las especies puede presentarse no sélo con el
tiempo sino en diferentes localizaciones, aunque la exposicion a los agentes
antifangicos ha sido considerado por largo tiempo el principal factor para este cambio
(Ejemplo: exposicién a fluconazol aumenta las infecciones por C. glabrata y C.
krusei).Datos recientes demuestran que hay factores multiples que pueden llevar a

cambios en la distribucién de las especies.®
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La inmunosupresion severa, prematurez, enfermedad critica, exposicion a antibidticos
de amplio espectro y la edad avanzada pueden llevar a la reduccién en las tasas de
C. albicans en favor de las especies no-albicans, en particular C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis y C. tropicalis. El uso de catéteres intravenosos y la falta de
cumplimiento con el lavado de manos por parte del personal médico se ha reportado
que aumenta las infecciones por C. parapsilosis.

Los factores anteriormente mencionados, pueden explicar las diferencias en la
distribucién de las especies en varias partes del mundo, como en el caso de
Latinoamérica al reportase la tasa mas baja de C. albicans y C. glabrata mientras que
estas especies son las mas frecuentemente aisladas en los EUA y Dinamarca.®®)

La colonizacion del sitio por mas especies de Candida no es infrecuente. En estudios
conducidos entre individuos saludables, pacientes con malignidades hematoldgicas,
diabetes mellitus, infeccion por VIH, cancer nasofaringeo y pacientes geriatricos, se
encontré colonizaciéon por mas de una especie en hasta 44%.% 7 Los individuos en
guienes solo se encuentra colonizacion o en quienes solo se logra aislar C. albicans

usualmente estan colonizados por un solo tipo de cepa.

En términos de genética poblacional, la colonizacién se describe como clonal; sin
embargo, la colonizacidén por mas de un biotipo de C. albicans (colonizacién policlonal)
oscila entre 3% y 55% entre individuos saludables, pacientes con malignidad
hematoldgica, infeccion por VIH, y entre pacientes geriatricos. Por consiguiente,
aunque la mayor parte de las poblaciones de C. albicans son comensales y tienden a
ser principalmente clonales, se encuentran pequefas variaciones respecto al tipo de
cepa encontrada de acuerdo a los diferentes nichos anatémicos; @ aparentemente

esto se origina por microevolucién como resultado de reordenamientos genéticos.
La colonizacion simultanea de Candida en mas de un sitio puede involucrar la misma

o diferentes cepas. El aislamiento concurrente de especies similares o de diversos

tipos, es el hallazgo mas frecuente, especialmente cuando los sitios estan
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relacionados de forma anatomica, en cuanto a esto, mas del 90% de las cepas de
Candida aisladas simultdneamente de vagina, uretra y ano representan las mismas

especies o el biotipo de Candida. & ©

2.9 ESPECTRO DE LA ENFERMEDAD

No obstante el solape de caracteristicas de los varios sindromes de candidiasis
invasiva, es util dividirlos en aquellos que involucran el torrente sanguineo, como la
candidiasis hematdgena, y aquellas que se presentan como infeccion de un 6rgano
especifico (candidiasis de 6rganos profundos). %

2.9.1 Candidiasis hematdgena

El término candidemia se refiere al aislamiento de las especies patogénicas de
Candida procedentes de un cultivo de una muestra de sangre, sin embargo esta
definicion no hace justicia al amplio espectro de infecciones asociadas con la
candidemia. La candidemia puede mostrarse como no complicada y con un curso
relativamente benigno o convertirse en una complicacion con inclusion de 6rganos
blancos y producir asi una osteomielitis, endoftalmitis o invasién de organos
profundos. De igual forma, Candida en el paciente neutropénico puede mantenerse
limitada al torrente sanguineo (no complicada) o evolucionar a una complicacion que
amenaza la vida, tal como una candidiasis aguda diseminada, candidiasis diseminada

crénica o candidiasis de 6rganos profundos.®

2.9.2 Candidiasis de 6rganos profundos

La mayor parte de estas infecciones se presentan como resultado de candidiasis
hematdégena no detectada, ocasionalmente las infecciones pueden originarse por la

inoculacién directa del hongo en ciertos érganos. Un ejemplo es la peritonitis que

usualmente se desarrolla en pacientes con catéteres de dialisis peritoneal o luego de
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una lesién al colon. Las formas méas frecuentes de la enfermedad involucran el tracto

gastrointestinal (tipicamente la cavidad oral), genitales femeninos, piel y ufias (2.9 18)

2.9.3 Infecciones del tracto gastrointestinal por Candida

Las infecciones orales por Candida se presentan predominantemente pacientes con
inmunosupresién local o sistémica o con exposicion a otros factores que favorecen el
sobrecrecimiento de Candida spp. Los individuos con inmunosupresion incluyen a
neonatos con asfixia al nacer, desnutricion o pacientes diabéticos, infeccion por VIH,
también aquellos que reciben corticosteroides o quimioterapia citotoxica y los que son
sometidos a radioterapia maxilofacial. El tratamiento prolongado con antibiéticos o
corticosteroides inhalados asi como ser portador de proétesis dental son factores de
riesgo adicionales.®

La prevalencia de candidiasis oral en pacientes con SIDA alcanza 100%,
particularmente cuando el conteo de linfocitos CD4* es menor de 200 celulas por
mililitro; sin embargo, la introduccion de la terapia altamente activa ha disminuido de
forma significativa. La incidencia de candidiasis oral hasta el 2- 4%.5) Entre los
pacientes con cancer sometidos a tratamiento antineoplasico, la incidencia de

candidiasis oral oscila entre 28 -38%. (1.9.18)

En los pacientes con candidiasis oral induce presentaciones clinicas que incluyen:
parches blancos (en forma de queso cottage), de tipo seudomembranoso y superficie
expuesta 0 sangrante cuando es raspada. La candidiasis puede incluir cualquier sitio
del intestino, pero mas frecuentemente: la cavidad oral, es6fago y el intestino delgado;
en este caso las lesiones pueden progresar a infeccion hematégena, obstruccién o
perforacion.

La patologia de la infeccion por Candida en el intestino inferior oscila desde ulceracion
de la mucosa con o sin lesiones y la pseudomembranas que estan compuestas por
una mezcla de levaduras y pseudohifas incrustadas que pueden extenderse mas alla
de la capa muscular y alcanzar la vasculatura directa a través de la pared intestinal.

El diagnéstico para esta condicion se basa en la presencia de brotes de levadura y/o
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pseudohifas en frotis con KOH y cultivos por hongos de epitelio roto mostrando una

reaccion inflamatoria en la submucosa (- 9 18),

2.9.4 Infecciones genitales por Candida

Las especies de Candida, particularmente C. albicans, juegan un papel importante en
la candidiasis vulvovaginal, que es la segunda causa mas frecuente de malestares
genitales en mujeres, con alrededor del 75 % experimentando al menos un episodio
en la vida, y la mitad experimentara la infeccion antes de los 25 afios de edad. Y Los
factores de riesgo de candidiasis vulvovaginal con frecuencia se han asociado con el
uso de anticonceptivos orales, corticosteroides o antibioticos, diabetes y embarazo.
La transmision sexual de cepas de Candida spp. ocurre entre parejas, especialmente
en el contexto de la realizacién de sexo oral receptivo, ya que la infeccion no parece
ser transmitida a traves de las relaciones vaginales.

En la mayoria de los casos la presentacion es aguda, los sintomas son leves (prurito,
dolor vaginal, disuria externa, y descarga vaginal anormal) y responde rapidamente a
un tratamiento tépico de curso corto (azoles topicos). Sin embargo, alrededor del 5 %

de las mujeres desarrollan una candidiasis vulvovaginal recurrente (=4 episodios por

afo), dichas infecciones tipicamente son resistentes al tratamiento estandar.

Para confirmar el diagndéstico de vulvovaginitis por Candida resistente, debe obtenerse
muestras de secreciones vaginales y para identificar especies no usuales tales como
C. glabrata y otras especies no albicans que se reportan en un 10-20% de los casos
con candidiasis vaginal.:® Es importante recordar que la via de infeccion a través del
parto vaginal es una de las mas importantes para pacientes pediatricos, sobre todo

los que presentan bajo peso al nacer.
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2.9.5 Infecciones por Candida en la piel y ufias

Se ha demostrado que C. albicans afecta piel y las membranas mucosas en cerca del
75 % de la poblacién, sin causar enfermedad. Sin embargo la infeccion por Candida
puede desarrollarse en sitios corporales que tienen pliegues de piel tales como la
region inguinal, axila, espacios entre los dedos y las mamas.

Las manifestaciones clinicas pueden presentarse como rash pruritico con bordes
pobremente definidos, abundantes lesiones vesiculosas, pustulosas o eritematosas.
La infeccion invasiva de las ufias u onicomicosis es causada principalmente por C.
albicans, C. parapsilosis y menos frecuentemente por C. glabrata y C. guillermondii.®
5)

Algunas levaduras y particularmente C. albicans son frecuentes en neonatos, sin
embargo, en el neonato prematuro inmunocomprometido hay mayor susceptibilidad
de infecciones mas severas.!) Los neonatos que pesan mas de 1000 gramos
raramente desarrollan candidiasis neonatal congénita, esta condicion se presenta
como rash eritematoso macular generalizado que puede presentar pustulas, papulas
0 vesiculas con posterior descamacion. Entre los neonatos prematuros que pesan
menos de 1000 g, esta entidad se presenta como una dermatitis erosiva que puede

evolucionar a candidiasis hematégena y posiblemente la muerte.* 18

2.9.6 Infeccion del tracto urinario (ITU)

El aislamiento de los especimenes de Candida de una muestra de orina representa
contaminacion (frecuente en el genero femenino), colonizacion y raramente infeccion
del tracto urinario inferior o superior.

La colonizacién o candiduria asintomatica, asi como la infeccién se presenta en
pacientes con los factores de riesgo usuales como: diabetes, inmunosupresion, entre
otros; y en aquellos con factores de riesgo locales tales como la presencia de catéter
urinario, obstruccion del tracto urinario y cirugia. La prevalencia de candidiasis que
mantiene los pacientes hospitalizados oscila entre 2-11 %, y es mas alta entre los

pacientes con leucemia, transplante de médula 6sea y pacientes de la unidad de
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cuidados intensivos.

En el laboratorio, para el diagnostico de infeccidén en pacientes cateterizados, la piuria
y un alto conteo de colonias en orina no son totalmente utiles, sin embargo la presencia
de >10%® UFC/ml de especies de Candida sugiere infeccién entre pacientes no
cateterizados. El urocultivo con resultados negativos no puede excluir infeccion por
Candida. La candiduria asintomatica usualmente tiene un curso benigno aunque
puede presentar infeccion hematdgena en pacientes con inmunosupresion severa.®
6, 9)

En la infeccion del tracto urinario bajo, como en la cistitis, los sintomas son
comparables con los de la cistitis bacteriana. La infeccion del tracto superior es
indistinguible de la pielonefritis bacteriana y de la sepsis de origen urogenital; dichas
infecciones se presentan principalmente entre pacientes con obstruccion y estasis
urinaria. Las complicaciones incluyen pionefrosis, abscesos focales, y quistes por
acumulos de hongos (bezoares) que pueden llevar a obstruccidon, colico renal y
necrosis papilar. Los bezoares por hongos son raros y se desarrollan principalmente
en la pelvis y la parte superior de los uréteres. La candidemia es una complicacion
frecuente de infeccidon ascendente y se presenta principalmente entre pacientes con
obstruccion, o luego de la manipulacién urolégica. La ultrasonografia y la TAC pueden
diagnosticar infecciones por estos agentes. La candidiasis renal es secundaria a la
candidiasis hematdgena y se presenta con las manifestaciones usuales de sepsis. La

candiduria puede estar presente aln sin sintomas de afectacién renal.®* 9

2.9.7 Mediastinitis

En la mayoria de casos, esta condicion se presenta después de procedimientos
relacionados con cirugia toracica, reportandose una media de 11 dias y un rango de
6-100 dias, y se presenta como eritema de la pared toracica con o sin drenaje, fiebre
e inestabilidad esternal; la evolucion puede complicarse si hay diseminacién
hematdgena contigua. La tasa de mortalidad es mayor al 50%, debido a un retraso en

el diagnéstico.® 9
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2.9.8 Infeccién cardiovascular

Los hongos producen entre 2-4% de todas las endocarditis y un 65% de éstas se dan
por especies de Candida. Entre un 2-10% de endocarditis por valvulas sera
ocasionada por Candida, y de las endocarditis que se presentan entre los
consumidores de drogas intravenosas, el 14 % seran por especies de Candida.

Los factores de riesgo por endocarditis asociada con Candida incluyen cirugia mayor
cardiacay otras cirugias invasivas, endocarditis bacteriana preexistente o enfermedad
valvular y presencia de marcapasos o catéter venoso central colocado por largo
tiempo. Otras poblaciones en riesgo incluyen a los neonatos y ocasionalmente
pacientes con inmunosupresion.

La presentacion clinica de la endocarditis es similar a la de la endocarditis bacteriana

con fiebre en el 75% de los casos.® 9

2.9.9 Infeccion del Sistema Nervioso Central (SNC)

Esta es una presentacion rara que se manifiesta como meningitis o abscesos, y
ocasionalmente como evento cerebrovascular. Usualmente estas infecciones son
secundarias a candidiasis hematdégena o por cirugia del SNC, en neonatos la
candidiasis hematdgena se asocia con meningitis (64%), comparado con un 15% en
adultos. El diagnostico se realiza por examen de liquido cefalorraquideo (LCR) y
cultivo del mismo, y en situaciones como la meningitis crénica por Candida, muestra
un cuadro clinico similar al de la tuberculosis o al de la Criptococosis, requiriendo de
un volumen relativamente grande de LCR para descartar este agente debido al bajo

numero de microorganismos circulantes en la mayoria de las ocasiones (18
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2.9.10 Infecciones oculares

Estas incluyen queratitis, corioretinitis y endoftalmitis, estas dos Ultimas
presentaciones son secundarias a candidiasis hematéogena y  pueden ser
manifestaciones tempranas de dicha infeccion hematdégena, ocasionalmente puede

originarse por trauma ocular o cirugia, que también pueden inducir queratitis.®

2.9.11 Infecciones de huesos y articulaciones

La artritis séptica primaria por Candida es muy poco frecuente, se da sobre todo en
pacientes diabéticos con Ulceras de pie o por implantacion accidental del hongo por
una cirugia, inyeccion intra-articular de corticosteroide o por abuso de drogas; se
caracteriza por un inicio insidioso de artritis séptica e involucra generalmente una sola
articulacion, el sitio varia segun la edad, en adultos afecta principalmente las vértebras
y los huesos largos en nifios, el dolor local es el sintoma, el diagndstico es por cultivo
de liquido articular, una sola colonia en uno de estos cultivos debe ser tomada en

consideracion.(®. 9

2.9.12 Infecciones abdominales

Se ha reportado la identificacion de especies de Candida en 10% de los pacientes
sometidos a cirugia por necrosis pancreatica infectada, también se han identificado en
abscesos subfrénicos, hepaticos y de vesicula biliar, asi como pacientes con cancer
gue tienen catéteres de drenaje. También se ha identificado Candida en el 8% de las
peritonitis que se presentan en pacientes con dialisis peritoneal ambulatoria continua,
representando C. albicans el 75% de estas infecciones. También se identifica en
pacientes con cirrosis hepatica y con malignidad intra-abdominal, y si no se trata este
hallazgo puede haber diseminacion hematdgena y formacién de abscesos que

requeriran de drenaje quirdrgico.®
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2.10 MORTALIDAD Y PREDICTORES DE EVOLUCION FINAL

La mortalidad atribuible a candidiasis invasora oscila entre 5-71%,% 9 y es
probablemente el resultado de diferencias en el tipo y tamafio de la poblacion
estudiada, definiciones de la enfermedad, intervalo de tiempo para la evaluaciéon y
estrategia de tratamiento.

Los factores asociados a riesgo identificados son: edad avanzada, insuficiencia renal
aguda y una puntuaciéon no favorable de Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation Il (APACHE-II).

APACHE-II es un sistema de clasificacién de severidad o gravedad de enfermedades,
uno de varios sistemas de puntuacion (scoring) usado en UCI. Este es aplicado dentro
de las 24 horas de admision del paciente a UCI: un valor entero de 0 a 71 es calculado
basado en varias medidas; a mayor puntuacion, le corresponden enfermedades mas
severas y un mayor riesgo de muerte.

Es interesante observar que la candidemia no se asocia con aumento en la mortalidad
después de ajustar estos factores, en estos casos los predictores de un mal pronéstico
son: Edad avanzada, diseminacién visceral y neutropenia persistente; la remocion del
catéter venoso central se identifico como factor prondstico independiente en uno solo
de 10 estudios. También se relaciona con malignidad hematologica y muerte temprana

(3-7 dias después de la candidemia).®

Los factores relacionados con el desarrollo de candidiasis hematdégena por
colonizacion esta relacionada con factores enddgenos (tratamiento antibiético
prolongado) y exdgenos, estancia hospitalaria prolongadas en salas como UCI de 7-
10 dias; el dafo la integridad de la mucosa intestinal que lleva al aumento en la
translocacion fungica, desnutricion, cirugia, quemaduras severas y enfermedad de
injerto-hospedero. Otro factor importante es la inmunosupresion, que puede ser local
(aumenta el sobre crecimiento de Candida y/o translocacion) o sistémica
(diseminacion) & 7); condiciones que suprimen la inmunidad mediada por células T o

la fagocitosis y que se incluye dentro de la prematurez, quemaduras severas,
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hemodidlisis, transplante, cancer especialmente hematologico, neutropenia, SIDA,
tratamiento inmunosupresor con esteroides o quimioterapia por cancer y recepcion de
trasplante de médula 6sea o de érganos solidos @ 9):

La presencia de catéter venoso central se ha reportado como factor de riesgo en
algunos estudios y en otras literaturas desmuestran lo contrario; esto es debido que el
catéter venoso central es un factor de riesgo de candidemia por la contaminacion
cutanea con Candida en el sitio de insercion del catéter venoso central, sin embargo
no hay datos que apoyen esta teoria, ya que principalmente se encuentran C.
guillermondii y C. parapsilosis, que son menos frecuentes como agentes de
candidemia, ademas de que la vida media de las especies de Candida spp. sobre la
piel es de s6lo unos pocos minutos.

Otros postulado que la presencia de catéter venoso central, que han la marcador de
severidad de la enfermedad mas que un factor de riesgo de candidemia, explicando
gue estos pueden infectarse durante la candidiasis hematdgena y convertirse en una
fuente de infeccion persistente, en neonatos la tasa neta de mortalidad inducida por
infecciones asociadas a especies de Candida es de 25-30% con mortalidad atribuible

de 13%, reportandose mortalidad de 42% por C. parapsilosis.
(26)

2.11 PRESENTACION CLINICA

2.11.1 Candidiasis diseminada aguda

En neonatos, esta presentacion clinica es mas frecuentemente causada por C.
albicans y tiene una presentacion clinica diferente en adultos; en nifios ocurre mas
frecuentemente el choque séptico y la meningitis, la diseminacion en diferentes
organos es frecuente incluyendo dos tercios a piel (66%) o SNC (64%) y 50% a la
retina, aunque el tratamiento empirico ha disminuido la incidencia de endoftalmitis
hasta 6%; la disfuncion respiratoria y la apnea también son frecuentes (70%).®

En adultos, la candidiasis aguda diseminada se presenta en pacientes no
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neutropénicos ingresados en UCI y en pacientes neutropénicos con malignidad
hematoldgica que estan recibiendo quimioterapia antineoplasica. La infeccion puede
incluir 6rganos como el ojo, con afectacion entre 3-78% dependiendo de la poblacién
estudiada (menor en el paciente neutropénico, probablemente debido a su
incapacidad para desarrollar una completa respuesta inflamatoria); en los pacientes
neutropénicos se presentan lesiones en piel en 10-25 % ©). La afectacion pulmonar
puede ocurrir durante la candidiasis aguda diseminada, pudiendo ser visualizada con
una Tomografia axial computarizada (TAC), aunque es dificil distinguir las de la
aspergilosis invasiva, incluyendo multiples opacidades nodulares a menudo asociadas
con areas de consolidacion como signo del halo, cavitacion y opacidades en vidrio de

reloj. 917

2.11.2 Candidiasis cronica diseminada

Es menos frecuente que la enfermedad diseminada aguda, anteriormente conocida
como candidiasis hepatoesplénica y casi siempre relacionada con la recuperacion de
la neutropenia y que puede originar un episodio subsecuente de candidiasis
diseminada aguda. Esta condicion se presenta principalmente entre pacientes con
leucemia aguda sometidos a quimioterapia citotoxica y se caracteriza por fiebre
persistente que no responde a los antibioticos, hemocultivo negativo (usualmente), y
la presencia de imagen radiologica de abscesos multiples en higado y en otros
organos como son: bazo, pulmones y rifiones. La hepatomegalia y/o esplenomegalia
se presenta en la mitad de los pacientes, mientras que la sensibilidad o dolor

abdominal puede presentarse en cerca de dos tercios. &% 17)

2.11.3 Tromboflebitis séptica secundaria relacionada con catéter

En esta entidad, la fuente primaria de la candidemia es la translocacion intestinal de
la especie en el catéter, durante la diseminacion hematdgena, las especies de
Candida se adhieren al trombo asociado con el catéter venoso central, llevando a
tromboflebitis séptica. Asi pues el catéter después se convierte en una fuente de

donde Candida puede posteriormente diseminarse por lo que se llama candidemia
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secundaria relacionada con catéter.

2.12 DIAGNOSTICO DE INFECCION POR CANDIDA

2.12.1. Microscopia Directa

El diagnéstico de laboratorio depende de tres abordajes: a) Microbiolégico, b)
Histopatolégico y, ¢) Inmunoldgico, que debe incluir colaboracion estrecha entre
clinicos, microbidlogos y patélogos.® 9

En ell examen microscopico directo del material clinico con montaje himedo puede
utilizarse coloraciones como: GRAM, GIEMSA, acido peryédico de Schiff (PAS) o
tincion de calcofltor pueden identificar rapidamente la combinacion de caracteristicas
de brotes de levaduras y pseudohifas, aunque Trichosporum y Geotrichum pueden
producir hallazgos similares.

En los pacientes en los que se sospecha candidemia, el diagndstico temprano puede
ser realizado examinando un frotis de sangre con colaricones como Wright-Giemsa,
especificamente buscando levaduras.®: ® 23

Las tinciones histologicas como la hematoxilina y eosina (H&E), tinciones de GMS y
PAS pueden detectar Candida spp. en diferentes liquidos y tejidos; sin embargo la
tincion de hematoxilina y eosina puede ser inadecuada cuando hay pocos elementos
del hongo. En dicho contexto las tinciones de GMS y PAS pueden detectar pequefias
cantidades de hongos y delinear mejor su morfologia. Cuando es necesario, pueden
utilizarse tinciones inmunofluorescentes para confirmar una identificacion presuntiva

histolégica de Candida. "

2.12.2. Microbiologia

El hemocultivo es esencial para el diagndéstico de candidemia, disponiéndose de guias
internacionales que incluyen recomendaciones generales para la toma vy
procesamiento de muestras sanguineas dirigidas a asegurar el aislamiento 6ptimo del

microorganismo. (18 28)
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La ruta tradicional o estdndar para el diagndstico microbiol6gico de importancia para
la toma de decisiones por parte del clinico que afectan el pronéstico del paciente inicia
con la toma de muestra, que con mayor frecuencia es de sangre, dado que con esta
muestra se puede identificar de forma mas temprana la forma diseminada de la
candidiasis invasiva, algunos factores que influencian la capacidad de deteccion del
hemocultivo es el volumen del in6culo, condiciones de cultivo, concentracién del
organismo en el torrente sanguineo y la especie; C. albicans, C. tropicalis y C.
parapsilosis se detectan en los primeros 1-3 dias y C. krusei y C. glabrata en 4-9
dias.®

El nimero de hemocultivos recomendados son tres para una sesion Unica, con un
volumen total variable de acuerdo a la edad del paciente, 40-60 ml para adultos, 2-4
ml para niflos menores de 2 kg de peso, 6 ml para nifios entre 2-12 kg y 20 ml para
nifios entre 12-36 kg.

La venopuncion se mantiene como la técnica de eleccion para la toma de muestra de
sangre. La frecuencia recomendada es diaria cuando se sospecha candidemia y el
periodo de incubacién debe ser de al menos cinco dias. Cuando se han seguido dichas
recomendaciones, la sensibilidad del hemocultivo para detectar Candida oscila entre
50-75%19, aungue en pacientes neutropénicos sometidos a tratamiento antiflingico la
sensibilidad puede ser mas baja; también dicha sensibilidad varia dependiendo de las
especies y el sistema de identificacion utilizado como BACTEC, asi C. glabrata tiene
crecimiento menos 6ptimo en el sistema a menos que se incluya una botella especial

con las caracteristicas Optimas para el crecimiento micatico.

La identificacion a nivel de especies es obligatoria debido a que el tratamiento
antifangico puede variar de acuerdo la especie de Candida. En adicion, las levaduras
en el hemocultivo no siempre son Candida spp; pudiendo encontrarse levaduras
patégenas menos comunes en hasta el 5% de los pacientes con fungemia.

El desempefio del hemocultivo no es muy alto, por lo que no puede ser considerado
como técnica de diagndéstico temprano; procedimientos alternativos basados en la

deteccion y cuantificacion de biomarcadores de hongos contribuyen a mejorar y

35



anticipar la deteccion de candidemia.t* ® En la tabla 2 se incluyen las

recomendaciones de ESCMID 2012 acerca del uso de dichas técnicas en el contexto

clinico.@®
RECOMENDACION EN LA
ENFERMEDAD MUESTRA PRUEBA DIAGNOSTICA APLICACION
Candidemia Sangre Hemocultivo Investigacion esencial’
Plasma Manano/anti-manano Recomendado
Sangre B-D glucano Recomendado
Candidiasis invasiva Plasma Otros anticuerpos No recomendado

Kit PCR Septifast
PCR in-house

No recomendado
No recomendado

Tejido y liquidos

estériles corporales

Microscopia directa e
Histopatologia
Cultivo
Inmunohistoquimica
PCR de tejidos

Hibridizacién in situ

Investigacion esencial
Investigacion esencial
No recomendado
No recomendado

No recomendado

Candidiasis diseminada

crénica

Sangre

Plasma

Hemocultivo
Manano/anti-manano
B-D-glucano
Kit de PCR Septifast
PCR in-house

Investigacion esencial
Recomendado
Recomendado

No recomendado

No recomendado

Tejido y liquidos

corporales estériles

Microscopia directa e
Histopatologia
Cultivo
Inmunohistoquimica
PCR in-house
Hibridizacion in-situ

Investigacion esencial
Investigacion esencial
No recomendacién
No recomendacién

No recomendada

Candidiasis esofagicay

orofaringea

Hisopado

Biopsia™

Cultivo
PCR in-house
Microscopia directa e
Histopatologia
Cultivo
PCR in-house

Investigacion esencial
No recomendado
Investigacion esencial
Investigacion esencial

No recomendado

Candidiasis vaginal

Hisopado/secrecion

vaginal

Microscopia directa
Cultivo
Pruebas comerciales
PCR in-house

Investigacion esencial

Investigacion esencial

Sélo pruebas validadas

No recomendado

* Investigacion esencial significa que ésta debe ser realizada si es posible ™ La biopsia orofaringea no es obligattoria
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Tabla 2. Resumen sobre recomendaciones para diagnéstico de enfermedad por

Candida.

Fuente: Cuenca-Estrella M, Verweij PE, Arendrup MC, Arikan-Akdagli S, Bille J, Donnelly JP, et al. ESCMID*
guideline for the diagnosis and management of Candida diseases 2012: diagnostic procedures. Clin Microbiol Infect
2012;18 Suppl 7:9-18.

Los hemocultivos pueden no obtener ningln crecimiento bacteriano, en un nimero
importante de pacientes con infeccion por Candida spp; apoyandose el diagnéstico
sobre la combinacién de hallazgos clinicos y laboratoriales. La fiebre inexplicable, la
sepsis y la lesion metastasica de piel pueden ser signos clinicos utiles; en estos
pacientes se deben buscar el foco potencial de origen y que en ocasiones coincide
con mialgias secundarias a abscesos musculares, endoftalmitis o lesiones en piel.

El 30% de las candidiasis invasivas no obtendran crecimiento bacteriano en el
hemocultivo, lo que determina la importancia de conocer la biota local y de disponer
de datos sobre la epidemiologia de las especies no-albicans, que se relacionan mas

con la resistencia a fluconazol.(9: 25

La baja sensibilidad de los hemocultivos para detectar candidemia, como se ha
mencionado, se ha mejorado de forma significativa con nuevas tecnologias tales como
los sistemas de cultivo sanguineo automatizados para monitoreo continuo; e.g.
BactT/Alert[BioMerieux]™, Bactec™(Becton-Dickinson) y el método de lisis-
centrifugacion (Isolator, Wampole).?

El aislamiento de Candida en sangre requiere de caldo de cultivo para amplificar el
usualmente bajo nimero de levaduras, las cuales pueden ser colocadas en placas u
otros medios para aislamiento e identificacion. Los medios bifasicos de hemocultivo y
botellas de cultivos ventilados son 6ptimos para la deteccion de levaduras de Candida
y las muestras sanguineas previamente tratadas por lisis celular y centrifugacién, lo
gue amplifica en gran manera la confiabilidad de deteccion.

La combinacion de lisis-centrifugacion y el sistema automatizado como Bactec™ que
ofrece un tiempo promedio de deteccion de 3-4 dias para C. albicans, C. parapsilosis

y C. tropicalis, en cambio, se ha encontrado que es necesario mayor tiempo en el caso
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de la identificacion de C. kruseiy C. glabrata.®

Por consiguiente, los hemocultivos obtenidos para descartar la candidiasis
hematdégena se realizan durante dos semanas. El muestreo de varios sitios
anatomicos y diversas muestras como esputo, heces, orina y otros, buscando
colonizacion por Candida es util para identificar la categoria de riesgo por candidemia
(el riesgo es bajo si hay cultivos persistentemente negativos versus alto riesgo si la
colonizacion es multifocal) y aquellos en quienes el tratamiento antifingico se ha
proporcionado con agentes ademas de fluconazol deben considerarse (colonizacion
con C. glabrata o C. krusei).

Las especies de Candida crecen bien en medio estandar micolégico a 35°C tales como
agar Saboraud pH 5.6, y sobre muchos medios bacterianos incluyendo agar sangre,
agar con infusion de cerebro-corazén y agar triptosa. La cicloheximida (Actidione ™)@2)
inhibe el crecimiento de Candida y por lo tanto no debe ser incorporado en el abordaje
laboratorial por identificacion de Candida.

En los casos en que una levadura en cultivo no pueda ser reconocida como C. albicans
o C. dubliniensis, se debe examinar la morfologia de las blastoconidias y la capacidad
para producir pseudohifas y clamidioconidias sobre medios adecuados tales como
agar de maiz o de crema de arroz (Rice-Tween). La prueba de trehalosa puede
identificar C. glabrata asi como el crecimiento diferencial de color azul sobre agar de
metileno-eosina (y crecimiento rapido vs. no crecimiento o crecimiento lento sobre
agar-sangre).

El tiempo necesario para identificacion de las especies puede acortarse utilizando
medios que pueden diferenciar especies de Candida por el color de la colonia tales
como Candida CHROM agar®, el cual inhibe el crecimiento bacteriano y proporciona
una identificacién presuntiva de C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis y C. krusei;
el medio Fongiscreen 4H® también permite una accién similar.

Otros medios de cultivo que permiten identificacion rapida de C. albicans incluyen
CandiSelect® de Sanofi Diagnostic Pasteur, France; Fluoroplate® Candida, Merck,
Alemania, Murex C. albicans®, Murex Diagnostic, USA; y Albicans ID®, Biomerieux,

Francia.
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2.12.3. Métodos de diagndstico no relacionados con cultivo

La identificacion es relativamente facil en cualquier medio de los descritos
previamente, y alternativamente la identificacion de C. albicans puede apoyarse sobre
la capacidad de estas especies para producir tubos germinales en plasma después de
tres horas a 37°C (>90 % de aislamiento de C. albicans producen tubos germinales);
sin embargo también pueden producir este fendmeno especies como C. dubliniensis

y C. stellatoidea, especialmente en el caso de la primera.

La mayor parte de los laboratorios contindan confiando en la bateria de pruebas
bioquimicas ofrecidas por la cinta API-20C para identificacion de levaduras o el Kit
extendido /D32C API Candida Kit™. (33)

Recientemente se han desarrollado métodos moleculares que utilizan sondas de
acido nucleico peptidico marcado con fluoresceina, el cual se dirige al ARNr de 26S
de C. albicans, dicho método se lleva a cabo en frotis hechos directamente a partir del
contenido de la botella de hemocultivo (prueba C. albicans PNA FISH™, AdanDx Inc,
Woburn, MA). EI método permite identificacion rapida en 2-3 horas de C. albicans vrs.
especies no-albicans.1% El examen es altamente sensible y especifico no obstante el
sistema de hemocultivo o formulacién de caldo utilizada. Aplicando este método se
obtiene una identificacion entre 24 a 48 horas mas temprana que con los métodos
convencionales y puede ofrecer ahorros sustanciales como resultado del tratamiento

directo con antifingicos.® °

Un abordaje muy prometedor es la prueba seriada de la combinacion de pruebas de
antigenos llamada Platelia que detecta mananos con la prueba de anticuerpos asi
como la prueba Betal-3-glucano (BG),(Fungitell® BG Assay, Associates of Cape Cod
Inc, Falmouth, MA). BG es un componente de la pared celular de la mayor parte de
los hongos patdgenos incluyendo Candida y puede ser detectado y cuantificado en el
torrente sanguineo en pacientes con infeccion por hongos con sensibilidad y
especificidad mayor el 90% en pacientes con candidiasis hematégena.

Las limitaciones incluyen resultados falsos negativos relacionados con

hiperbilirrubinemia o hipertrigliceridemia asi como falsos positivos que pueden
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relacionarse con exceso de manipulacion de la muestra y exposicion a gasas u otro
material que contenga glucano, o en presencia de bacteremia por grampositivos,
hemdlisis, hemodidlisis con membranas de celulosa y tratamiento con
inmunoglobulina intravenosa y albtimina.®® La manipulacién minima de la muestra y

los resultados secuenciales positivos mejoran el desempefio de la prueba.®: )

La deteccién combinada de anticuerpos de mananos y anti mananos se considera un
método especifico para deteccion de especies de Candida plasmaticas, con una
combinacién de pruebas disponibles (Platelia, Candida Antigen Plus [Ag Plus ™]) y
Antibody Plus (Ab Plus™, Bio-Rad Laboratories). Diversos estudios publicados han
demostrado que estas pruebas diagnésticas han presentado una sensibilidad y
especificidad de alrededor de 80% y 85% respectivamente, lo que se traduce en
confiabilidad de 50-70%. Sin embargo, las determinaciones seriadas pueden ser
necesarias, la prueba muestra un alto valor predictivo >85% y puede ser utilizada para
descartar la infeccién por lo que este es el recomendado para el diagnéstico de
candidemia y puede ser utilizado como parte de la estrategia diagnostica para
establecer la ausencia de la enfermedad y reducir el uso injustificado de agentes
antifangicos en esquemas profilacticos y empiricos en el contexto de UCI, sin embargo

hay que hacer notar que la presencia de anticuerpos tarda un promedio seis dias. ?®

La deteccion con B-1,3-D-glucano (BDG) es util en la deteccion de Candida pero no
es especifica debido a que se encuentra en muchas especies de hongos, la
sensibilidad de la prueba es mayor del 65% en la mayor parte de los estudios que la
han utilizado, con tasas de especificidad mayores al 80% e indices de probabilidad
positiva de cuatro y negativas de 0.50 con valores predictivos mayores al 85%.

Esta prueba puede presentar falsos positivos con el uso de albumina,
inmunoglobulinas o en pacientes que reciben hemodialisis, creyéndose que la mayor
utilidad se encuentra en pacientes que no tienen enfermedad hematoldgica, en cuanto
a la aplicacion de la prueba diagndstica en nifios no ha sido validada por el momento.
Los kits de deteccién de anticuerpos tales como Serion Elisa Classic® y anticuerpos

de tubo terminal de Candida estan bajo evaluacion aun, con evidencia limitada sobre
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su confiabilidad en la practica clinica.®

2.12.4. Métodos de diagndéstico molecular

Se han realizado muchos progresos en el conocimiento de la biologia molecular de C.
albicans, con cientos de secuencias de ADN que han sido registradas en la base de
datos oficial del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Las técnicas de diagnostico de laboratorio basadas en métodos de amplificacion
genomica, como la PCR (Polymerase Chain Reaction), pueden resultar una alternativa
rapida y mas sensible que los métodos convencionales como el cultivo, para la
deteccion temprana de candidemia en pacientes criticos, pudiendo detectar el genoma
de levaduras directamente de muestras como ser: sangre completa, suero, plasma o
a partir de medios de cultivo; estos ensayos presentan una sensibilidad que va del 73
al 100% y una especificidad del 72 al 100 %, capaz de detectar género y especie de
Candida.®®

En contraste con los métodos convencionales de cultivo, la amplificacion de ADN
utilizando la PCR, ha hecho posible detectar una gran variedad de infecciones
microbianas de forma rapida, sensible y especifica, con diversos protocolos descritos
para detectar el ADN directamente inclusive de muestras sanguineas.®

Aunque el gold standard de diagndstico por infeccién por Candida spp. de manera
diseminada o invasiva sigue siendo la deteccion por hemocultivos, su rendimiento en
el mejor de los casos es del 50 % @; siendo mas de la mitad del porcentaje de los
pacientes infectados por Candida spp. que no se logrard documentar la infeccidon
micética o se identificara en forma tardia. Los métodos fenotipicos estandar no son
muy sensibles ni especificos y requieren alrededor de 48 a 72 horas o incluso mas
tiempo para la determinacion de especies de Candida.®¥

Los métodos de deteccion basados en ADN ofrecen un medio potencialmente mas
sensible para el diagnéstico de infecciones con baja carga infecciosa y la

determinacién temprana de la especies, facilitan también el diagnostico de co-
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infeccion por dos o mas especies de Candida,™® lo cual brinda una herramienta para
guiar el tratamiento antimicético de la especie en particular de acuerdo con los

lineamientos terapéuticos ya establecidos. >

En la actualidad, Candida spp. se ha identificado por técnicas tradicionales, como la
produccién del tubo germinal y pruebas bioquimicas, sin embargo, estos métodos
necesitan procedimientos de purificacién y discriminacion entre especies lo que resulta
en una técnica mas laboriosa y que ademas consume mucho tiempo. Los métodos de
identificacion de Candida basado en la asimilacion de pruebas bioquimicas requieren
por lo menos 1-5 dias para la identificacién a nivel de especie, sin embargo, las
imprecisiones son siempre posibles, por esa razén se recomiendan andlisis mas

sensibles y especificos para el diagndstico.®

Las técnicas moleculares son un buen sustituto para la identificacion y diagnostico de
hongos como Candida spp; por su alta sensibilidad ademas de ser mas rapida que los
métodos comunes. Este procedimiento con alto poder de discriminacion se utiliza en
el diagnéstico de especies especialmente en los estudios epidemiologicos para
evaluar la via de transmision, asi como para seleccionar farmacos antifingicos
adecuados.®"

Varios métodos moleculares para identificacion de Candida spp. se utilizan
actualmente®® pero debido a la falta de un método éptimo no se determina aun. ©%
Durante la ultima década, se han aplicado diversas técnicas moleculares, ya que
tienen alto grado de fiabilidad para la investigacion epidemiolégica de las diversas
variantes de cepas de levaduras patdgenas.®® Entre estos métodos, las técnicas
basadas en PCR “V son confiables para la mayoria de los propdsitos de tipificacion y
presentan una oportunidad para la tipificacién de cepas en un tiempo de respuesta
rapida. Los métodos de PCR pueden detectar cantidades muy pequefias de ADN y
causar una deteccién mas temprana de hongos patégenos y en consecuencia, mejorar

las posibilidades de supervivencia.®®

Varios métodos de PCR han sido desarrollados para este fin, como ser: PCR anidada,
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mdltiple, Tag-Man, Light-Cycler y fluorescentes.“?

Ha habido informes de varios estudios recientes que utilizan técnicas de PCR junto
con enzimas de restriccion para la identificacion de especies de diversos hongos. Las
regiones ITS1 e ITS2 de los hongos estan rodeadas por el gen 5.8SrDNA.“*3 Estas
regiones son apropiadas para el diagnéstico, identificacion, taxonomia y filogenia de
hongos que son de importancia médica, pudiéndose utilizar como cebadores
universales para hongos. Varios métodos, tales como PCR-RFLP, se han reportado
en la literatura para identificar diferentes hongos utilizando estos cebadores
universales.“¥ En Fallahi et al, utilizaron PCR para amplificar la region ITS del ADNr
y se digiere los fragmentos amplificados con tres enzimas de restriccion. Ellos
Llegaron a la conclusion de que varias especies de Candida podrian ser identificadas

sobre la base de tamafio y variacion de la secuencia.®

Mirhendi et al @9 utilizo la técnica de PCR digiriendo los fragmentos obtenidos con
enzimas de restriccion (PCR-RFLP) , para diferenciar C. albicans, C. tropicalis, C.
dubliniensis y C. krusei mediante el analisis de estos fragmentos obtenidos, estas
especies son las mas importantes involucradas en la produccién de enfermedad en el
ser humano, teniendo como limitacion la incapacidad de distinguir entre cepas de C.
albicans C. dubliniensis y C. stellatoidea tipo I, por esta razén se han planteado otras
técnicas moleculares como la de hibridizacion fluorescente con péptidos de acidos
nucleicos,“® al utilizar otras enzimas para su discriminacion como la Hpall y la Binl,
esta ultima corta donde hay una secuencia CCATGG con el fin de discriminar entre
C. albicans y C. dubliniensis; como so6lo hay un punto de equilibrio sobre la regién de
C. dubliniensis se han creado dos fragmentos, todo lo contrario a C. albicans que
presenta un solo fragmento con esta enzima, ya que no presenta un punto de equilibrio
sobre dicha region region.“®

La amplificacién del gen hwpl nos distingue entre los miembros de este complejo
mediante diferente longitud de pares de bases por especie, C. albicans (941 pb), C.
africana (750 pb) y C. dubliniensis (569 pb); la amplificacién de dicho gen se consigue

usando los pares de cebadores como ser:
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Forward 5'-GCTACCACTTCAGAATCATCATC-3' y Reverse 5'-
GCACCTTCAGTCGTAGAGACG-3'.¢4D

Mohammadi et a 1“8 aplico cebadores universales ITS1 e ITS4 para la amplificacion
de las regiones ITS1 e ITS2, incluyendo genes de la subunidad 5.8S (Figura 5).
Posteriormente se digirio el producto de PCR con enzimas de restriccion para
identificar las especies de Candida spp.sobre la base de tamafio y nimero de bandas.
Vijayakumar et al “® con el método especifico de PCR-RFLP con los cebadores
universales (ITS1 e ITS2), determinaron que fueron capaces de amplificar las regiones
ITS de todas las levaduras probadas, y después los amplicones de PCR se digirieron
con la enzima Mspl. Dicha enzima es utilizada para el corte de regiones especificas
de las diferentes cepas de Candida lo que produce diferentes patrones de bandas,
llevandolo a diferenciar entre especies.

Finalmente se identificaron con éxito seis especies frecuentes de Candida de
importancia clinica. Ademas, se obtuvieron diferentes patrones en especies no

frecuentemente aisladas pero causantes de patologias.

Unidad repetitiva

Figura 5. Region de ADN del género Candida que codifica para el ARN

ribosomal y detalle de la composicién de una unidad repetitiva (ITS).
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Fuente: Pombo AG. Identificacién molecular y métodos de levaduras y hongos filamentosos de muestras

provenientes de Antartida, 2014.

El analisis de RFLP derivado del ADN de Candida spp. tiene la ventaja de ser facil
para un operador entrenado, rapido y fiable en comparacién con los métodos
fenotipicos que se utilizan actualmente y que en ocasiones no son suficientemente
sensibles cuando se necesita aislar estos microorganismos de muestras con baja
carga infecciosa como en los hemocultivos, a la vez pueden carecer de
reproducibilidad sobre todo en diagndsticos de co-infecciones con cepas de diferentes
especies de Candida.

En general, parece que este sistema de genotipificacion comparando con el sistema
de fenotipificacion es un meétodo rapido, barato y casi completamente valido para la
identificacion de Candida spp; (Tabla 3) este método es util para la investigacion

clinica y epidemioldgica, tanto de las formas mucocutaneas y sistémicas.®4

Prueba Candidiasis Candidemia Candidiasis Candidiasis
Invasiva Profunda Intra-abdominal
PCRc
Sensibilidad 80 % 59 % 89 % 88 %
Especificidad 70 %
BDG (Positivo
280pmol/mL)
Sensibilidad 56 % 68 % 53 % 56 %
Especificidad 73 %
BDG (Positivo
260pmol/mL)
Sensibilidad 69 % 81 % 66 % 65 %
Especificidad 63 %

BDG= 1,3-b-D-glucano; PCRc=reaccion en cadena de la polimerasa con resultado positivo directamente de

plasma y/o suero. 9
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Tabla 3. Reportes de estudios previos sobre el rendimiento de pruebas de
deteccion por PCR versus 1,3-b-D-glucano.

Fuente: Clancy CJ. Performance of Candida real-time polymerase chain reaction, beta-D-glucan assay, and blood
cultures in the diagnosis of invasive candidiasis, 2012.

2.13 TRATAMIENTO

2.13.1 Tratamiento de la candidiasis hematégena

La candidiasis aguda diseminada se trata empiricamente debido a que las
herramientas actuales son insuficientes para realizar diagnostico temprano, llevando
consigo a un aumento de la mortalidad por el retardo del tratamiento. En cuanto la
profilaxis dada con fluconazol parece disminuir la incidencia y mortalidad, aplicandose
frecuentemente como tratamiento empirico.

Por ello, es critico identificar a los individuos que tienen alto riesgo de candidiasis
diseminada aguda, ya que dicha identificacion requiere de un tratamiento temprano

gue es critico para el prondstico.

La recuperacion de especies de Candida de multiples sitios en pacientes con fiebre
sin origen alguno, leucocitosis e hipotension, debe considerarse altamente sugestiva
de candidiasis invasiva y debe iniciarse el tratamiento empirico. Por lo mencionado
previamente, se han desarrollado sistemas de puntuacion para pronosticar el riesgo
de estos pacientes e identificar los candidatos al tratamiento temprano; entre estos
sistemas se incluyen el indice de colonizacién por hongos y la combinacion con otros
factores de riesgo.®: 2 18)

El indice de colonizacion por hongos esta compuesto con los siguientes valores, por
sepsis severa (+2.038), colonizacion multifocal por Candida spp. (+1.112), cirugia
(+0.997), y TPN (+0.908); los pacientes con mas de 2.5 tienen 7 veces mayor riesgo
de sufrir de candidiasis invasiva. Otros sistemas descansan sobre variables que
incluyen: Ingreso de cuatro o mas dias en UCI, CVC, Diabetes Mellitus, debutante en

hemodialisis, TPN y uso de antibiéticos de amplio espectro.
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2.13.2 Tratamiento empirico

Las opciones terapéuticas consisten en la administracién de azoles, equinocandinas
o anfotericina B, al seleccionar un azol (fluconazol 400-800 mg/dia), el criterio de
administracion debe contemplar la epidemiologia local, y si esta sugiere que podria
ser un agente no-albicans, se recomienda voriconazol debido a su actividad contra C.

krusei y algunas cepas de C. glabrata.

La aplicacion de fluconazol se cree que es costo-eficaz en la UCIP cuando la
probabilidad de candidiasis invasiva es mayor al 2.5% o cuando la resistencia a
fluconazol es menor de 24%. Si hubiera mayores niveles de resistencia al fluconazol,
se recomienda una equinocandina, ya que las caracteristicas clinicas no permiten la
prediccion confiable de la especie.

La seleccion empirica del tratamiento antifingico se basa en aspectos como el estado
hemodinamico, la epidemiologia local (potencial o riesgo de cepas resistentes), la
exposicion previa a agentes antiflingicos, y la relacion de costo eficacia.® 17)

El fluconazol tiene buena actividad contra las especies de Candida excepto contra C.
kruseiy C. glabrata, ademas de mejor tolerancia que la anfotericina B, la combinacion
de ambos inducen resultados terapéuticos mas rapidos. El tratamiento con itraconazol

aun no se aplica de forma estandar debido a la evidencia limitada.

El voriconazol no es inferior a anfotericina B y se considera la segunda elecciéon para
tratar candidemia en pacientes no neutropénicos, su administracion es por via oral asi
como intravenosa, pero se relaciona con interacciones con otros farmacos.

El posaconazol posee excelente actividad in vitro contra las especies de Candida pero
no hay formulacion intravenosa y la evidencia disponible es limitada.

La anfotericina B es mejor tolerada en formulaciones de lipidos con amplia actividad
contra la mayor parte de las especies de Candida; entre las formulaciones hay una de
dispersion coloidal (AmB Amphocil®, complejo lipidico AmB (ABLC; LAmMB Abelcet® y

formulaciéon liposomal (AmBisome®). Estudios han demostrado que la ABLC
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(Abelcet®) a dosis de 5 mg/kilogramos/dia es eficaz y menos nefrotéxica que la D-AmB
(0.7-1 mg/kg/dia) aunque con evidencia limitada.

La eficacia de la L-AmB ha sido establecida en candidiasis neonatal con tasas de
respuesta que van desde el 72-100% de casos y con evidencia de su eficacia en
adultos. Las equinocandinas como la anidulafungina, caspofungina y micafungina son
agentes de amplio espectro con minimos efectos adversos. Tiene estructura
comparable, farmacologia, actividad y eficacia experimental in vitro similar a la
encontrada en candidiasis invasiva.®

En el caso del manejo del catéter venoso central, es obligatorio la remocion del mismo,
aunque algunos autores mencionan estar en desacuerdo, otros recomiendan la
remocion cuando el reemplazo es facil y seguro, si hay presencia de fungemia de alto
grado que sugiere tromboflebitis séptica o endocarditis, inestabilidad hemodinamica
asi como fiebre que no remite o de origen desconocido por mas de 72 horas con
tratamiento antifingico, en el caso de identificar C. parapsilosis se debe retirar el
catéter obligatoriamente; un ejemplo es el paciente con neutropenia y mucositis por
leucemia o transplante de 6rganos, asi que la remocion del catéter es poco probable
gue sea beneficiosa.

Si la candidemia no es complicada, una semana de tratamiento es adecuada; se
considera complicada cuando hay origen profundo de la infeccibn o cuando hay
afectacion de érganos, ©% esta Ultima requiere de tratamiento por al menos 14 dias
después de la resolucion de todos los signos y sintomas de candidiasis ademas de la
remocion del origen. Algunos autores han propuesto el tratamiento con citoquinas para
candidiasis hematégena, principalmente debido a que la respuesta del sistema inmune
del hospedero contra la candidiasis se basa en la interaccidn entre la inmunidad innata

y la inmunidad mediada por células.® ? 2%

2.13.3 Tratamiento de candidiasis cronica diseminada

La supervivencia con anfotericina B con o sin flucitosina tipicamente se asocia con

tasas de supervivencia del 54%, y aunque hay reportes que citan 82%, los pacientes
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gue no responden o no toleran la anfotericina pueden tratarse con fluconazol con
respuesta en 80-100%, o con la formulacién lipida de anfotericina (AmB ABLC) y L-
AmB. Se ha reportado un resultado terapéutico variable en un paciente tratado con
caspofungina.®? Algunos autores recomiendan un curso breve de anfotericina a dosis
de 0.5-1 g o AmB-lipida 2-4 g seguido por fluconazol por 1-2 meses después de la
resolucion completa de todos los signos de infeccién y las cicatrices radiolégicas

pueden persistir por afios.® % 25)

2.14 RESISTENCIA

2.14.1 Resistencia a los agentes antifungicos

Se define la resistencia clinica como la falla terapéutica o recaida rapida de la infeccion
con un patdogeno que no ha demostrado resistencia in vitro al agente terapéutico
utilizado®?

Las variables relacionadas con resistencia clinica incluyen: disminucion en la
capacidad inmune, foco no drenado de infeccidon como abscesos o material prostético
e incumplimiento terapéutico por parte del paciente y las dosis bajas de farmacos son
la variable mas importante responsable de la resistencia a un farmaco, ya sea por
dosificacion inadecuada, absorcién disminuida del agente oral debido distribucion
intestinal como nausea, vomito, diarrea, intestino corto, mucositis, interaccion del
farmaco con los alimentos como el caso del contenido alcalino en estbmago por
capsulas de itraconazol, pobre ingesta oral e interaccion entre farmacos con azoles'y

varios farmacos que resultan en disminucion en la exposicion del agente.® 9

La resistencia in vitro se refiere a la alta concentracion inhibitoria minima (MIC) del
agente terapéutico contra el agente patdégeno. La resistencia in vitro puede ser
primaria cuando el patdégeno es intrinsecamente resistente al agente antifingico sin
previa exposicion del paciente a dicho farmaco; o secundaria en el caso de que el
desarrollo de resistencia ocurra luego de la exposicién del farmaco antifungico.

La resistencia también puede ser dependiente de la dosis o tamafio del indculo, sin
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embargo no se dispone de evidencia que muestre una fuerte correlacién entre la

susceptibilidad in vitro y el resultado clinico de la candidiasis invasiva.® ®)

2.14.2 Resistencia emergente luego de exposicion prolongada al farmaco

El amplio uso de nuevos agentes antifingicos en el paciente con inmunocompromiso
se ha asociado con emergencia de resistencia al farmaco entre pacientes expuestos
a periodos prolongados de tiempo, dicho fenébmeno se ha demostrado en la
candidiasis orofaringea del paciente con VIH; también se ha encontrado resistencia
cruzada a los azoles en pacientes con cancer que presentan fungemia por C. tropicalis
después de itraconazol profilactico (35-105 dias) seguido por fluconazol empirico,
hallazgo similar en los pacientes con transplante de médula 6sea en los que se
identifica C. albicans resistente a fluconazol.

La resistencia cruzada en algunos estudios es del 1.3-20 %, reportan alrededor del 20
% la especie de C. glabrata.La resistencia a equinocandinas ha sido descrita para C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. krusei, aunque aun se considera muy rara.
En algunos casos se ha encontrado resistencia cruzada a anfotericina o azoles (Tabla

4); la resistencia encontrada en equinocandinas es cruzada.®?

50



Patégeno Anfotericina  Fluconazol Itracona  Voriconazol Caspofungina

B zol Posaconazol

C. albicans S S S S

C. tropicalis S S S S

C. parapsilosis S S S S Sa

C. glabrata Sal SDD aRb SDD a Sa S
Rc

C. krusei Sal R SDD a Sa S
Rc

C. lusitaniae SaRd S S S S

C. guillermondii SaR S aSDD S S S

C. dubliniensis Sala S,SDD,R S S S

a=Sensible, pero los datos clinicos son limitados. b=10-15% de C. glabrata son resistentes al fluconazol. c= Son
resistentes al itraconazol ~50% de aislamientos de C. glabrata y ~ 30% de C. krusei. d=Un 20% de los aislamientos
son resistentes a anfotericina B. S=sensible; |= intermedio; R= resistente; SDD=sensible dependiente de la dosis;
ND= datos no disponibles.

Tabla 4. Patrones de sensibilidad de las principales especies de Candida a

anfotericina B, azoles y equinocandinas.

Fuente: Salavert Lleti M et al Enferm Infecc Microbiol Clin; 2006.

2.15 PREVENCION DE LA CANDIDIASIS HEMATOGENA

Las mejores estrategias son las que se enfocan en identificar las poblaciones con el
mayor riesgo de candidiasis invasiva y administrando quimioprofilaxis. Se han
obtenido datos en estudios que indican que el 47% de las enfermeras y el 44% de los
médicos en la UCIN estan colonizados por C. parapsilosis y que el 45.5% de los
infantes que presentan candidemia estan colonizados por estas cepas en
comparacion de un 21.9% de infantes que no presentan esta condicion.® ° 26)

Las medidas de control por estas infecciones consisten en: lavado de manos estricto,
eliminacién del uso de ufias postizas, limpieza, esterilizacion y desinfeccion del equipo
médico, aparatos intravasculares y la preparacion estéril de infusiones de TPN, por lo
anteriormente descrito deben seguir estandares establecidos en las guias de

manejo. 9 25)

51



En las pacientes con leucemia aguda, transplante de médula 6sea o similar deben ser
sometidos a profilaxis con fluconazol (400 mg/dia) durante el periodo de riesgo. En el
paciente con trasplante hematopoyético la profilaxis con fluconazol se recomienda por
75-100 dias, en el caso del paciente con neutropenia severa y prolongada, el
itraconazol a dosis de 200 mg al dia o solucién 5 mg/kg/dia, reduce la candidiasis
hematdgena; también se puede administrar micafungina 50 mg/dia que equivale a la
dosis de fluconazol y que ademas se cree que puede favorecer al paciente con
proteccién hacia la aspergilosis.

El posaconazol a 200 mg, tres veces al dia también se compara con fluconazol o
itraconazol en un paciente neutropénico con leucemia aguda, sugiriéndose que podria
disminuir el riesgo de aspergilosis en estos pacientes.

La anfotericina B (D-AmB) no es considerada optima en profilaxis debido a su toxicidad
recomendandose su utlizacion solo en casos de no tener alternativa y
recomendandose la formulacion lipidica de L-AmB (AmBisome®) por ser la menos
toxica a dosis de 1 mg/kg/dia a 2 mg/kg/dia, tres veces por semana y la caspofungina

se compara con itraconazol.® % 25)

En el neonato de pre-término la profilaxis con fluconazol reduce la prevalencia de
16.7% a 4.4%, entre los menores de 1500 g; beneficio que se extiende a los que pesan
menos de 1000 g; igualmente la colonizacion por Candida es menor (22% vrs. 60%) y
recomendandose dos dosis profilactica de fluconazol por semana por seis semanas

en los menores de 1000 g.(8 2%
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CAPITULO llIl. METODOLOGIA

3.1. DISENO DE INVESTIGACION
Estudio de casos, transversal.

3.2. PERIODO DE ESTUDIO
Noviembre 2015 hasta abril 2016.

3.3. POBLACION DE ESTUDIO
Muestras de pacientes pediatricos de diversas salas de atencion que llegaron

al servicio de Micologia del laboratorio clinico del HEU durante el periodo del
estudio.

3.4. MUESTRA
Se incluyeron todos los cultivos que presentaron crecimiento por Candida,

independientemente del tipo de muestra (orina, sangre, secreciones, heces,
hisopado bucal, jugo gastrico, liquido peritoneal y punta de catéter)
proveniente de las diversas areas de atencion hacia los pacientes del
Departamento de Pediatria del HEU, durante el periodo de estudio (Muestreo

por conveniencia).

3.5 RECOLECCION DE LA INFORMACION
Se elabor6 una base de datos con informacion proveniente de la solicitud de analisis

gue llegé al laboratorio de Micologia del HEU, anonimizando y codificando dicha

informacion.
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3.6 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO DE
MICOLOGIA DEL HEU

A los cultivos positivos por levaduras que se obtuvieron en el laboratorio de Micologia
del HEU se les realiz6 la técnica del tubo germinal para identificacion de especies de
Candida albicans vrs Candida no-albicans.,®® donde se sigui6 el siguiente protocolo
de trabajo:

3.6.1 Metodologia para la técnica de tubo germinal

Se emulsiond una porcién de la colonia aislada en 0,5 ml de suero humano, luego se
incub6 a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, se realizdé la visualizacion
microscopica de la presencia de prolongaciones en la pared de las levaduras

inducidas por factores contenidos en el suero (tubo germinal).

3.7. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Los cultivos positivos por el género Candida, fueron almacenados en el laboratorio de
Micologia del Departamento de Laboratorio Clinico del HEU y resembrados en medio
de Sabouraud; posteriormente se trasladaron al laboratorio de la Maestria de
Enfermedades Infecciosas de la Escuela de Microbiologia, UNAH, siguiendo las
medidas de bioseguridad pertinentes.

Una vez obtenidos los cultivos se realizd, en el laboratorio de Maestria de
Enfermedades Infecciosas y Zoonoéticas (MEIZ) de la UNAH, la determinacion de
especies de Candida mediante la técnica de CHROMagar,®4 |a cual siguio el siguiente

protocolo:
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3.7.1 Metodologia para la técnica de CHROMagar (BD Diagnostic Systems)

Se coloc6 en un matraz 47.7 g de la base de CHROMagar en polvo en 1 litro de agua
purificada y se mezclé hasta que el agar estuvo disuelto. Posteriormente se calentd
el medio a 100°C agitando regularmente hasta ebullicion. Una vez que el medio
preparado alcanzé la temperatura adecuada (37 a 40°C), se sirvi6 en platos Petri
estériles y se dejo solidificar (no fue necesaria la esterilizacion dado a que el medio
contiene Cloranfenicol). Los medios preparados se conservaron a temperatura
ambiente durante un dia o se conservaron refrigerandolos de 2 a 8°C por dos meses
(para proteger de la luz y deshidratacion).

Al momento de realizar la resiembra, estos medios se colocaron a temperatura
ambiente y luego se incubaron en atmosfera aerobia de 30 a 37°C por un promedio
de 48 horas. Como paso final se leyeron los resultados obtenidos comparando colores
presentados por las colonias por las proporcionadas en el inserto de informacion del
medio CHROMagar.®

3.8 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA POR BIOLOGIA MOLECULAR
(PCR-RFLP)

En el laboratorio de la MEIZ se realiz6 la extraccion del material genético a partir de
los subcultivos; posteriormente se determiné molecularmente la especie de Candida
por medio de la técnica de PCR-RFLP “9 en el Centro de Investigaciones Genéticas
(CIG) de la Escuela de Microbiologia, UNAH. El proceso contd con los siguientes

pasos:

3.8.1 Rompimiento de la pared celular de Candida

Para la liberacion del contenido genético de Candida se utilizo el siguiente buffer de
lisis mezclando en un matraz: (10ml TRIS-HCI, 1 M, pH 7.8, 4ml EDTA 0, 5 M pH 8,
20 ml de CTAB al 10%, 30 ml de NaCl 5M).
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Se aford con agua destilada hasta llegar a 100 ml de esta solucion, se agrego 1% del
volumen final de Mercaptoetanol. Se Colocé en un vial 1 ml del Buffer de lisis al cual
se le afiadié una asada completa de las muestras del cultivo de Candida, dicha mezcla
se coloco en bafio maria a 100°C por 1 minuto. Se transfirieron 700 pl de la mezcla
anterior a un vial especial con cierre hermético al que previamente se le coloc6 0.13 g
de perlas de vidrio.

Se aseguro el cierre de dichos tubos con papel parafilm y coloc6 en el aparato Mini
Bead Beater para su agitacion durante 1 minuto con 3 segundos cada una de las
muestras. Se recuperd en un vial nuevo la mayor cantidad de sobrenadante evitando
tomar las perlas, dicho sobrenadante fue el que se utilizé para realizar los siguientes
pasos para la extraccion del material genético de Candida.“?

3.8.2 Extraccion del material genético

Se agrego a cada muestra recuperada del paso anterior 400 ul de la mezcla de Fenol-

Cloroformo en proporcion 1:1 previamente homogenizada en un vortex.

Se centrifug6 10 min a 13,000 rpm, recuperando la fase acuosa y transfiriéndola a un
nuevo vial (anotando el volumen recuperado). Se agrego 1/10 de Acetato de Sodio a
3M pH 5.2 al volumen recuperado y un volumen similar al obtenido de Isopropanaol frio.
Se centrifugd 3 min a 13,000 rpm, eliminando posteriormente el sobrenadante. Se lavo
3 veces con 200 ul de Etanol al 70% y se dejo evaporar el etanol residual sobre un
bloque caliente. Posteriormente se resuspendié el material genético recuperado en 30

ul de TELX o en agua estéril libre de nucleasas y se almaceno6 a -20°C hasta su uso.
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3.8.3 Preparacion de la mezcla de reaccion para PCR

Se realizo en una cabina de bioseguridad situada en el area blanca del CIG, en un vial
con capacidad de 200 pl que conteniala siguiente mezcla:

-25 pl de mezcla para PCR comercial (Promega Corp. Madison, WI, EUA)

-1 pl de primer forward (ITS-1)(10 nM) (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')

-1 pl de primer reverse (ITS-4)(10 nM) (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

Dicha mezcla se llevo a un volumen final de 49 pl con agua estéril libre de nucleasas.
Finalmente se agregdé 1 pl del ADN extraido y se colocd en el termociclador, “9 de
acuerdo con las siguientes condiciones de trabajo: (Cuadro 1)

Mezcla de Reaccién 1x (50 pl)
2X Taq Master Mix 25 pl
ITS-1 forward 1

Concentracion

ITS-4 reverse 1

Concentracion
Agua libre de nucleasas 22 pl
ADN 1

Cuadro 1. Protocolo para preparacion de mastermix de PCR para

determinacion del género Candida
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CICLOS TEMPERATURA TIEMPO PROCESO
1 95 °C 5 min Desnaturalizacion Inicial
37 95°C 30 seg Desnaturalizacion
56°C 30 seg Alineamiento
72°C 30 seg Extension
1 72°C 5 Min Extension final
1 4°C oo Conservacion

Cuadro 2. Programacion de termociclador para PCR de identificacion del

género Candida:

3.8.4. Visualizacion de productos de PCR

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en 1.5 % de concentracion en

gel de agarosa, estos se tifiieron con bromuro de etidio (5 pl por cada 100 ml de

agarosa) y se visualizaron bajo luz UV. Estos se compararon con el patron de peso

molecular referenciado, esperando obtener un amplicon de un tamafio de 500-800

pb“9), para determinar las siguientes especies de Candida, detallandose a

continuacion:

- 535 pb para C. albicans,

- 524 pb para C. tropicalis,

- 871 pb para C. glabrata,

58




- 510 pb para C. krusei
- 520 pb para C. parapsilosis.

Dichos resultados fueron fotografiados y almacenados en la base de datos (Anexo 3).

3.8.5. RFLP (Digestién con enzimas de restriccion)

Se colocd en un vial con capacidad de 200 pl la mezcla de la reaccién que contenia

por muestra:

- 12.3 pl de agua des ionizada

- 2 ul de Buffer RE 10X

- 0.2 plde BSA 10ug/pl

- 0.5 de enzima de restriccion Mspl (Conc:10u/pl)

La mezcla se llevo al vortex y se coloco en viales de reaccion para llevar a un volumen
final de 16 pl, afadiendo 4 pl de ADN del paso anterior para completar 20 pl de
mezcla por muestra, se incubo dicha preparacion por 2 horas a 37°C dentro de un

termociclador.“® Todo lo anterior bajo el siguiente protocolo de trabajo (Cuadro 3):

Mezcla de Reaccion 1x (20 pl= vol final)
Agua des ionizada 12.3 ul
Buffer RE 10X B 2.0 pl
BSA acetilado 10ug/ul 0.2ul
Enzima Mspl 0.5ul
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Cuadro 3. Protocolo para preparacion de mezcla de reaccion para RFLP
(digestion con enzimas de restriccion) para la determinacion de especies de
Candida

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO PROCESO
1 37 °C 2 horas Incubacién
1 4°C °0 Conservacion

Cuadro 4. Programacion de termociclador para RFLP (digestion con enzimas

de restriccion) para la determinacion de especies de Candida

3.8.6. Visualizacion de productos de PCR- RFLP

Los productos de PCR-RFLP se sometieron a electroforesis en 2% de concentracion
en gel de agarosa, tifliendose con bromuro de etidio (5 ul por cada 100 ml de agarosa),
se visualizaron bajo luz UV y se compararon con los patrones de peso molecular
establecidos, esperando obtener los siguientes tamafios en los productos de
restriccion:

- 297, 238 pb para C. albicans,

- 340, 184 pb C. tropicalis,

- 557,314 pb C. glabrata,

- 261, 249 C. krusei y 520 pb para C. parapsilosis;

Los resultados fueron fotografiados y almacenados en la base de datos.
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3.9. ANALISIS DE DATOS

Se gener6 una base de datos electronica en IBM-SPSS 21.0 (IBM-SPSS Inc, Cary,
NC, EUA, 2012). Posteriormente, utilizando el mismo software, se gener6 estadistica
descriptiva (media, mediana, moda, desviaciéon estandar) con el 95 % de confiabilidad
asi como intervalos de confianza de 95% utilizando el método binomial (Epi-6.04d,
CDC, Atlanta, Georgia, EUA, 2001). Ademas, se utilizé Microsoft Excel 14.0 (Microsoft
Inc ™, Redmond, WA, EUA, 2010) para generar graficos y tablas, que llevo al andlisis
de la concordancia entre los métodos de PCR-RFLP Y CHROMagar de acuerdo al

método de Spearman.

3.10. CONSIDERACIONES ETICAS

Los pacientes fueron anonimizados e identificados por codigos que reemplazaron el
nombre del participante, asegurando asi la confidencialidad del mismo. Todos los
datos fueron guardados cuidadosamente en archivo bajo llave del investigador
principal. Los resultados del estudio fueron manejados solamente por el equipo de
investigacion.

El presente estudio cuenta con la aprobacion ética del CEI-MEIZ N.04-2016.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

Los resultados de este estudio se describen a continuacion:

4.1 DATOS GENERALES

De un total de 111 cultivos positivos por Candida obtenidos de varios tipos de
muestras que correspondian a diversas salas de pediatria del HEU, se
encontré una media de distribucién para edad de 5.8 afios con una desviaciéon
estandar de 5.6 aflos y un rango de 1 mes a 18 afios.

El grupo etario mas frecuente fue el de menores de 1 afio con 28 aislamientos
(25.2 %) seguido por los de nifios de 1-2 afos con 20 (18 %) (Ver Tabla 5).

EDAD FRECUENCIA PORCENTAJE
<1 afio 28 25.2
1 -2 anos 20 18.0
3 -5 afnos 18 16.2
6 -8 anos 7 6.3
9 -12 afios 18 16.2
13-15 afios 12 10.8
16-18 anos 8 7.2
Total 111 100.0

Tabla 5. Frecuencia de cultivos con crecimiento por especies de

Candida segun edad.
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Tambien, se encontrdé segun el genero, que 63 (56.8 %) de los pacientes eran

del sexo masculino y 48 (43.2 %) del sexo femenino (Gréfico 1).

®masculino

m femenino

Grafico 1. Frecuencia segln género en cultivos con crecimiento por las

diferentes especies de Candida.

En relacién a la sala de procedencia, se encontré que el mayor nimero de
cultivos con crecimiento por Candida provenian de la sala de Lactantes con
30/111 (27%), seguido por la sala de Oncologia Pediatrica con 25 (22.5%,
Tabla 6).
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SALA FRECUENCIA PORCENTAJE

Lactantes 30 27.0
Oncologia Pediatrica 25 22.5
Nutricion 19 17.1
Medicina Pediatrica 12 10.8
UCIP 11 9.9
Emergencia Pediéatrica 5 4.5
Quemados Pediatria 3 2.7
Terapia de rehidratacion 3 2.7
Consulta Externa Pediatria 2 1.8
Autopsia 1 0.9
Total 111 100.0

Tabla 6. Frecuencia de cultivos con crecimiento por Candida segun las

salas de procedencia.

4.2 ESPECIES DE CANDIDA

Para la identificacion de las diferentes especies de Candida se recopilaron
diferentes tipos de muestras (Tabla 7) para obtener por medio de cultivo con
crecimiento por levadura, lo cual se obtuvieron 132 cepas en 111 pacientes.

A la vez se observo que las muestras de orina fueron las mas frecuentes con

68 aislamientos (61.3%), seguido por las muestras de heces con 22(19.8%).
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TIPO DE MUESTRA FRECUENCIA PORCENTAJE

Orina 68 61.3
Heces 22 19.8
Hisopado bucal 7 6.3
Secrecion 6 5.4
Sangre 2 1.8
Jugo gastrico 1 0.9
Liquido peritoneal 1 0.9
Punta de catéter 1 0.9
No consignhado 3 2.7
Total 111 100.0

Tabla 7. Frecuencias segun tipo de muestra de cultivos con crecimiento

por especies de Candida.

En relacion a la especie de Candida y el tipo de muestra, se encontré que las
especies con mayor frecuencia fueron Candida albicans en cultivos de orina
en 27 muestras (20.45%), seguido de C. tropicalis con crecimiento en 22
muestras de orina (16.67%), ademas de identificar mas combinaciones entre

especies en este tipo de muestra (Tabla 8).
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ESPECIES TIPO DE MUESTRA TOTAL

NC HB Heces Orina JG Sangre Scr LP PC

C.
C.
C.
C.
No amplifico

Patron no identificable
C.

O

C
C
C
C

C. albicans, C. glabrata 1
C.
C

. parapsilosis 2

albicans 1 1 6 19 0 2 1 1

tropicalis 2

\l
[EE
\l
[EE

glabrata 1

krusei 2

albicans, C. tropicalis

N

tropicalis, C. glabrata

a N W P P b~ N O

. albicans, C. parapsilosis 1

. krusei, C. albicans 1
. krusei, C. tropicalis 1
. krusei, C. glabrata 1

. albicans, C. tropicalis, C.

glabrata

31
29

10

o N NN B~ O

*132 cepas procedentes de 111 pacientes; NC: No consignado, HB: Hisopado Bucal; JG: Jugo géstrico; Scr:
Secrecion; LP: Liquido peritoneal; PC: Punta de catéter.

Tabla 8. Frecuencia de especie(s) de Candida determinadas mediante

PCR-RFLP junto con los tipos de muestra que se aislaron.
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Segun la relaciéon entre la observacion de levaduras mediante examen directo
al microscopio con sus correspondiente cultivo aislado, se encontré que 90 de

ellas (81.1%) tenian relacion (Grafico 2).

H Se observan levaduras

® No se observan levaduras

15.3
3.6 No consignado

Grafico 2. Relaciéon entre los resultados del examen directo de muestras

y los cultivos aislados por levaduras.

Segun la identificacion realizada en el medio cromogénico de CHROM Agar®,
de 46 de las 142 cepas aisladas totales (32.3%) correspondieron a C.
tropicalis, seguido por C. albicans 45/142 (31.7%). Es importante hacer notar
que en dicho medio de cultivo algunas muestras se identificaron con 2 y 3

especies a la vez resultando con 142 cepas de 111 pacientes (Graficos 3y 4).
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Gréfico 3. Frecuencias de especies de Candida identificadas mediante
el método de CHROMagar®.
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C.albicans, glabrata;
1; 4%

C. krusei, tropicalis y
albicans; 2; 7%

C. tropicalis, albicans;
2; 7%

C. glabrata, tropicali

3: 10% C. albicans, tropicalis;

7, 24%

C.krusei, tropicalis
10%

C. glabrata
y otra;

1; 4%
C. krusei+ otra; 3; 10% I

C. tropicalis y otra; 3;
10%

bicans y C. spp;
4; 14%

Gréfico 4. Relacién porcentual de especies de acuerdo alos casos en
que se identificaron mas de una especie en una sola muestra por
CHROMagar.

Segun el resultado de PCR, de un total de 132 cepas provenientes de cultivos
positivos de muestras de 111 pacientes, se encontré6 gue su mayoria
resultaron ser C. albicans con 45/132 (34.0%), seguido por C. tropicalis 37/132
(28.1%, Grafico 5).
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Gréfico 5. Frecuencias de especies de Candida identificadas mediante
la técnica de PCR-RFLP.

Con el método de PCR-RFLP, se identific6 mas de una especie en 16.22%
(18/111) de las muestras estudiadas haciendo un total de 39 cepas
identificadas causando infecciones mixtas. En estas 18 muestras se
identificaron C. albicans en 14/18 individuos (77.78%), C. glabrata en 13/18
(72.22%), C. tropicalis en 8/18 (44.44%), C. krusei en 3/18 (16.67%) y C.
parapsilosis en 1/18 (5.56%).
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C. albicans+ C. tropicalis+ albicans; 2;
tropicalis+ glabrata; 11%
3, 17%

C. glabrata+ krusei;

1; 6% .

C. tropicalis+
glabrata; 2; 11%

C. tropicalis+ krusei;
1; 6%

C. albicans+ kruseli

1; 5%
C. albicans+ ‘

o C. albicans+ glabrata
parapsilosis; 1; 5%

0 7, 39%

Gréfico 6. Relaciéon porcentual de especies de acuerdo alos casos en
los cuales se identific6 mas de una especie en una sola muestra por
PCR-RFLP.

En cuanto al resultado obtenido del tubo germinal y el de PCR-RFLP, se
encontré que la mayoria de ellos mostraban relacion. Candida albicans se
identificd en 25 casos que previamente fueron reportados con prueba de tubo
germinal positiva.

Segun el orden de importancia, se obtuvieron datos por PCR-RFLP de 25
casos de Candida tropicalis que se identificaron como tubo germinal
previamente reportado como negativo. Sin embargo, se dieron casos de
resultados positivos en tubo germinal identificando una especie de C. albicans
en donde se presenteba simultdneamente otra especie no-albicans que fue
detectada por PCR-RFLP (Tabla 9).
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RESULTADO TUBO GERMINAL
Resultado PCR (HEUL) TOTAL

T.g positivo T.g negativo

(C. albicans) (C. no-albicans)

No amplifico 3 2 5
C. albicans 25* 6 31
C. tropicalis 4* 25 29
C. glabrata 6 6
C. krusei 1 10
Patron no identificado 4 4
C. albicans, C. tropicalis 2 2
C. albicans, C. glabrata 4* 3 7
C. tropicalis, C. glabrata 2 2
C. parapsilosis 8 8
C. albicans, C. parapsilosis 1 1
C. krusei, C. albicans 1* 1
C. krusei, C. tropicalis 1 1
C. krusei, C. glabrata 1 1
C. albicans, C. tropicalis, C.

2 1 3

glabrata

T.g=Tubo germinal, *= uno de ellos tuvo un resultado mixto en PCR (C. albicans + C. no albicans)

Tabla 9. Comparacién de resultados entre las técnicas de tubo germinal

y PCR-RFLP de muestras con cultivos positivos por Candida.

Segun la frecuencia de especies identificadas por sala pediatrica utilizando el
método de PCR-RFLP se encontré que C. albicans fue identificada con mayor

frecuencia en la sala de Lactantes con 17 aislamientos (15.3%), seguido por
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C. tropicalis en 9 de ellos (8.1%), mientras que en la sala de Oncologia
Pediatrica fue mas frecuente C. glabrata con 9 (8.1 %), seguido por C.
tropicalis con 8 (7.2%).

Sala Especie identificada mediante PCR-RFLP
pediatrica C. C. C. C. C. NA*PNI*TOTAL
albicanstropicaliskruseiglabrataparapsilosis
Lactantes 17 9 4 3 3 1 37
Oncologia 6 8 3 9 3 1 1 31
Pediétrica
Nutricion 5 5 6 1 2 1 1 21
Medicina 4 4 1 1 2 1 13
Pediatrica
UCIP 6 6 1 13
Emergencia 1 3 2 6
Pediatrica
Quemados 3 1 4
Pediatria
Terapia de 1 2 1 4
rehidratacion
Consulta 1 1 2
Externa
Pediatria
Autopsia 1 1
Total 45 37 13 19 9 5 4 132

*NA: No amplificé, *PNI: Patrén No ldentificado.

Tabla 10. Distribucion de especies de Candida en las diferentes salas
pediatricas del HEU determinadas mediante PCR-RFLP
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A continuacion, se detallan las similitudes y diferencias en los resultados
obtenidos al comparar las técnicas diagnoésticas utilizadas en nuestro estudio
(Tabla 11).

ESPECIE EXAMEN TUBO CHROMagar PCR-
DIRECTO GERMINAL RFLP

Se observan 90
levaduras
No se observan 4
levaduras
No consignado 17
C. no albicans 69
C. albicans 42 45 45
C. glabrata 13 19
C. tropicalis 46 37
C. krusei 17 13
C. parapsilosis
NISC*, PNI** 12 4
NC** NAR* 9
TOTAL 111 111 142 132

*NISC: No identificado segun color en CHROMagar, **PNI: Patron No Identificado en PCR-RFLP,
**NC: No hubo crecimiento en CHROMagar, ***NA: No amplificé en PCR-RFLP.

Tabla 11. Comparacion de resultados entre las diversas técnicas

diagnoésticas aplicadas.

Con respecto al nivel de concordancia entre CHROMagar y PCR-RFLP,
tomando este Ultimo método como estandar de oro, entre cada una de las

muestras en estudio se obtuvieron datos de concordancia completa en el

74



62.16% de los casos, y sin ninguna concordancia un 20.72%. Se nombro
concordancia parcial por exceso, (5.4%) cuando se identificaron las cepas
involucradas aplicando los dos métodos, observandose en CHROMagar cepas
adicionales segun color.

Por el contrario, se llam6 concordancia parcial por defecto en un 11.71%
cuando ambas ténicas coincidian en la identificacion de algunas cepas pero
otras solamente se detectaron por la técnica de PCR-RFLP (Gréfico 7).

Porcentaje

[62.16]

20—

5.405 11.71

T T T
Completa No hay concordancia Parcial por exceso Parcial por defecto

Grafico 7. Nivel de concordancia porcentual entre CHROMagar y PCR-

RFLP con respecto a la identificacion por especie.

Al correlacionar 102 muestras (se descarto el resto de resultados porque no estaban

consignados en ambos métodos) los resultados de laboratorio obtenidos mediante la
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técnica de PCR-RFLP y los de CHROMagar, se encontré una leve correlacion
entre ambos métodos (r=0.125) de acuerdo al método de Spearman para correlacion
entre categorias. Aunque este método es el idoneo para este tipo de comparaciones,
también se realiz6 el nivel de correlacion con los otros dos métodos disponibles, el
método de Pearson (r=0.124) y Tau_b de Kendall (r=0.107) utilizando los rangos de
-1y +1, indicAndonos asociaciones negativas o positivas respectivamente, y

cero que significa no correlacion pero no independencia (Tabla 12).

Resultado
CHROM Agar
UNAH 1
Rho de Spearman  Resultado PCR UNAH 1 Coeficiente de correlacién 125
Sig. (bilateral) 212
N 102
Resultado CHROM Agar Coeficiente de correlacion 1.000
UNAH 1 o

Sig. (bilateral)

N 102

Tabla 12. Coeficiente de correlacion obtenido entre los métodos de

PCR-RFLP y CHROMagar.
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CAPITULO V. DISCUSION

La distribucion de especies de Candida a nivel global es variable, reportdndose en
varios estudios alrededor del mundo que hasta el 2003 C. albicans aun era la mas
frecuente con 66%, seguida de C. glabrata (11%), C. tropicalis y C. parapsilosis (6%)
y C. krusei (2%). -3 9 Varios estudios de vigilancia en Europa muestran que hasta el
2014, la incidencia de infecciones del torrente sanguineo por Candida oscilaba entre
3y 8,6 por 100,000 habitantes al afio (2% 56-59),

En Africa, Asia y el Pacifico, Candida albicans es la especie predominante que causa
candidiasis y candidemia, especificamente en Australia, Japon, Corea, Hong Kong,
Malasia, Singapur y Tailandia, mientras que C. tropicalis es la especie de
Candida mas frecuentemente encontrada en Pakistan e India. ¢?

Los aislamientos obtenidos de candidiasis invasiva en estas regiones, demuestran que
C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis siguen siendo altamente susceptibles al
fluconazol (> 90%). Se ha encontrado ademas una susceptibilidad al itraconazol (3.9-
10 %), voriconazol (5-17.8%) asi como una resistencia al fluconazol de 6.8-15% y un
2.1-2.2 % de resistencia a las equinocandinas entre estas especies(?,

Actualmente se encuentra C. glabrata como una especie que esta aumentando en
frecuencia entre los aislamientos obtenidos a partir de muestras de candidiasis
invasiva. (% 62

A pesar de la introduccion de nuevos agentes antifingicos, esta infeccion sigue siendo
una enfermedad grave asociada con una mortalidad significativa (16, Por lo tanto, se
recomienda que en los centros de atencion de salud existan terapias profilacticas
antimicoéticas en pacientes de alto riesgo; sin embargo esta medida debe de estar
monitoreada por estudios de ecologia de especies de Candida circulantes en las
diversas areas criticas de estos centros de atencion dada la seleccion de especies
no- albicans debida a dicha profilaxis. (3

En el presente estudio, realizado en poblacién pediatrica de las diversas salas del
Hospital Escuela Universitario con sospecha clinica de infeccion por levaduras, la

especie mas frecuentemente aislada resulté ser C. albicans, abarcando un poco mas
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de un tercio de los casos (34.1%), seguido de C. tropicalis (28.1%) y C. glabrata
(14.4%). Candida krusei y C. parapsilosis se aislaron con menor frecuencia. Los datos
son comparables con los obtenidos en otros estudios, & 9 sin embargo en este
estudio, los porcentajes de frecuencia fueron mas altos en las especies de C. tropicalis
y C. glabrata.

Segun datos reportados en el estudio de Nucci & Alvarado, para el afio 2013 Honduras
se clasifica como un pais con baja prevalencia de C. albicans en servicios de salud de
nivel terciario (27.4%), s6lo superando en prevalencia a Venezuela (26.8%), datos que
no estan muy lejos del 34.0% de prevalencia encontrado en este estudio (Grafico 4).
Tambien Nucci & Alvarado, menciona datos sobre la prevalencia candidiasis en
América Latina, donde C. albicans ocupa el primer lugar a nivel regional (40.1%);
reporte que resalta a Ecuador con hallazgos de un poco mas de este promedio (52%).
Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, al igual que los de los estudios
mencionados, confirman que C. albicans es la especie mas frecuentemente aislada
en el total de salas del Departamento de Pediatria del HEU vy otras le siguen en menor
frecuencia.(®

Con respecto a la emergencia de C. parapsilosis, esta especie ha sido objeto de
campafas de prevencion por contaminaciéon nosocomial. C. parapsilosis se ha
encontrado como portadora en el personal médico; esta podria ser una fuente
importante de contaminacion, especialmente en las UCIs.®) Un estudio sobre
prevalencia de portacion de microorganismos en personal médico en una sala de UCI,
dio a conocer que casi la mitad de las enfermeras (47%) y mas de dos quintas partes
de los médicos (44%) estaban colonizados por C. parapsilosis.® Otros estudios
reportan que el 45.5% de los infantes que presentan candidemia estan colonizados

también por dicha especie.® 26

En datos obtenidos en el presente estudio en pacientes pediatricos, C. parapsilosis ha
sido encontrada en baja frecuencia (6.8%). Se ha tomado como referencia el estudio
del grupo ARTEMIS, el cual reportdé una frecuencia de 14.1%, tanto en poblacion

pediatrica como adulta en Honduras; este mismo grupo ha reportado que en otros
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paises de Latinoamérica, C. parapsilosis es la segunda especie mas frecuente
(26.5%). 14

La baja frecuencia de C. parapsilosis en Honduras podria deberse a las nuevas
politicas implementadas en las salas de hospitalizacion para el cumplimiento de
lavado de manos y otras medidas de prevencion, asi como las mejoras en la logistica
de suministros de catéteres centrales para uso clinico.

Respecto a C. glabrata, la prevalencia reportada previamente en poblacion pediatrica
a nivel de América Latina fue 3.2%(%; muy inferior a la frecuencia de 14.4 %
encontrado en la muestra de este estudio (Grafico 4). Esta diferencia podria deberse,
como se mencioné previamente, a la emergencia de esta especie (junto con C. krusei)
a la seleccién inducida por el uso de profilaxis, aunque se necesitaria de un estudio

de cohorte para concluir al respecto.

En el estudio multicentrico del grupo ARTEMIS donde participé Honduras, la especie
C. tropicalis ocupo el tercer lugar en frecuencia en América Latina. En ese estudio se
incluyeron varios grupos etarios, siendo el grupo adulto el mayoritario, en el que se
encuentro con mayor frecuencia esta especie. No hubo informacion especifica de la
poblacién pediatrica, por lo que este aspecto limita su utilidad en la comparacion con
este estudio. C. guilliermondii en los centros terciarios a nivel regional, fue reportada
en 2013 en 11.6% en la poblacion pediatrica, pasando a ser una especie con
prevalencia emergente, especialmente en Honduras, que la reporta en 20.7% de los
aislamientos.¥ Esto no pudo ser comprobado en este estudio debido a que no se
incluyo el patron de identificacion de dicha especie por lo que seguird ahora con el

proceso de secuenciacion (Ver secciéon 3.12, Metodologia).

La colonizacion en diversas partes del cuerpo humano por mas de una especie de
Candida ha sido reportada por varios autores y esta oscila entre 3-55% (individuos
saludables o no) independientemente del sitio de toma de muestra, ya que en un
individuo el 51-90% de los aislamientos de diferentes sitios corporales seran de la
misma especie.® En los ultimos afios C. krusei y C. glabrata se reconocen como

especies resistentes a fluconazol, mostrando tendencia al aumento porcentual
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reportado en diversos estudios en EUA, posiblemente debido al aumento de profilaxis
empirica con fluconazol en el paciente critico.(® 62

En el presente estudio se identific6 mas de una especie en 16.22% (18/111) de los
individuos estudiados, encontrdndose que las especies referidas como de mayor
resistencia a los farmacos (C. krusei y C. glabrata) estuvieron presente en varios
casos, especialmente C. glabrata. Aunque la frecuencia de identificacion de méas
de una especie esta en el rango mas bajo reportado, siendo notoria la identificacion
hasta de tres especies en un solo dividuo (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata), lo
gue se constituye en un llamado de atencién para las autoridades a establecer un
sistema de vigilancia que permita la identificacion temprana de tendencias de
seleccion de especies en un protocolo para la implementacién de intervenciones
profilacticas con los farmacos antifingicos adecuados.

En el laboratorio clinico del HEU, el proceso de identificacion inicia con la sospecha
por parte del clinico, seguido de toma de muestra. Para el estudio microbiologico de
la misma se incluye observacidon microscopica directa de la muestra y cultivo en

medios micoldgicos, resultando con un crecimiento de colonias tipicas de Candida.

Por afos, se ha considerado de mucho valor la identificacion de C. albicans por el
método de tubo germinal; esto permite categorizar C. albicans o no-albicans para ser
enviada a especiacion, totalizando un promedio de cuatro dias para obtener
diagnostico con este tipo de método. La determinacién de especies por métodos
diferentes del tubo germinal es importante, puesto que su especificidad de la prueba
de tubo germinal no es muy alta.®

Debido al alto grado de similitud fenotipica entre especies de Candida, los problemas
de identificacion son inminentes. Los enfoques convencionales para identificar hasta
el nivel de la especie no son muy eficaces en la deteccién de dicha levadura.(®®

Por lo tanto, los ensayos moleculares alternativos en ciertos casos son necesarios
en pacientes que lo ameriten, estos por lo general resultan ser de alta especificidad,

reproducibilidad y sensibilidad.®)
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Para la diferenciacion de especies, los métodos moleculares han resuelto problemas
existentes en relacion a factores econdmicos y de tipo técnico. Entre todos los
meétodos disponibles derivados del uso de la técnica de PCR, hay algunos muy
precisos de acuerdo a la muestra a estudiar, sin embargo la mayor parte de ellos
requieren de equipo costoso y personal entrenado.

La PCR-RFLP es un desarrollo que se ubica dentro del término “PCR in-house” 6 PCR
de aplicacion a bajo costo. La aplicacion de rutina de PCR-RFLP como la aplicada en
este estudio podria disminuir el periodo de confirmacién laboratorial a un tiempo
promedio de dos dias, que incluiria la obtencién de crecimiento del inéculo debido a
la facilidad de reconocimiento, reproducibilidad, bajo costo y desciframiento con
minima capacitacion sobre los patrones que caracterizan esta técnica.? 45 49

En este estudio se demostro que la técnica llevada a cabo y reconocida en la literatura
como “PCR in-house” es simple y facil de realizar por un operario capacitado,
mostrando especialmente sus bondades en cuanto a su sensibilidad y especificidad

como se ha mencionado previamente.

Al usar la técnica de PCR- RFLP conla enzima de restriccion Mspl, nos da un
parametro de bandas claro entre especies, pero es necesaria la distincion entre
especies que nos dan un patron similar de bandas dada su similitud genetica.

La identificacién de especies entre todos los miembros del complejo C. albicans (C.
albicans, C. dubliniensis, C. africana) se realiza mediante la amplificacion del gen de
la proteina 1 de la pared de las hifas (Hwpl) como lo describen Romeo y Criseo en
sus estudios.*”)

La prevalencia de especies de Candida de acuerdo a la sala o ambiente hospitalario
puede variar segun la evolucién local o institucional de prevencion, métodos de
manejo y otros factores, tal como la intensidad de uso de profilaxis con farmacos
antifangicos.

En este estudio, la sala de Lactantes reportdé la mayor proporciéon de muestras
positivas, predominando C. albicans, seguido en frecuencia descendente de C.
tropicalis, C. glabrata y C. krusei, con una pequefia proporcién de casos con C.

parapsilosis.
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En este estudio no fue posible determinar la evolucion temporal de los cambios en la
ecologia local de esta sala, ya que se necesitarian estudios de tipo longitudinal para
determinar este objetivo. La segunda sala en frecuencia de cultivos positivos fue
Oncologia Pediatrica, luego estuvieron las salas de Pediatria, Medicina Pediatrica y
UCIP con similar representacién porcentual, con la excepcién que en dichas salas de
Oncologia Pediatrica y Nutricion se encontré que predominan las especies resistentes
a fluconazol. La explicacion a esta diferencia podria ser la reconocida relacion entre
candidiasis invasiva y la relacion con el estado nutricional-inmune de estos pacientes
(Tabla 6).

Aungue aun no se logra alcanzar el nivel de rapidez idoneo para las decisiones a tomar
en UCIP, la implementacion de la prueba de PCR-RFLP podria ser de mucha utilidad
en salas del area pediatrica al realizar estudios epidemiologicos en forma de cortes
transversales y relacionados con aspectos clinicos como supervivencia y riesgo de
mortalidad; aspectos que no fueron incluidos entre los objetivos de este estudio pero
gue podrian ser llevados a cabo en estudios clinicos futuros que aprovechen la
informacion proporcionada en la presente investigacion.

Tambien en el estudio obtuvimos cuatro muestras en las que no concluyo la
identificacion de su especie, ya que resultaron con ciertos patrénes de bandas por
RFLP, que no contaba entre los parametros de referencia proporcionados por la
literatura. Ademas, la variabilidad ecologica encontrada también podria haber sido
influenciada por ser un estudio transversal, ya que no permite reconocer la evolucion

en el tiempo de las especies nosocomiales de importancia clinica.

Por anteriormente descrito, es recomendable mantener un monitoreo sobre la ecologia
de especies de Candida en las salas de pediatria del HEU de forma permanente, como
corriente continua de informacién epidemioldgica y clinica que incluya recursos para
micograma, y ofrecer asi informacion actualizada al médico que supervisa salas para
favorecer la toma de decisiones en tratamiento y control, llevando al resultado de

beneficio hacia los pacientes en su calidad de vida.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

. Se determin6 de manera general por PCR-RFLP, en las salas de Pediatria del
HEU, la frecuencia de especies de Candida en orden descendente fueron C.

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

La frecuencia de especies encontradas, muestra una posible tendencia al
aumento de cepas de Candida resistentes a fluconazol como C. glabrata y C.
krusei, posiblemente dado a la disminucién de C. albicans por el uso de

antimicoticos de manera profilactica.

La frecuencia de cultivos con crecimiento por especies de Candida es mayor
en la sala de Lactantes, posiblemente por la mayor cantidad de pacientes
ingresados por diversas patologias y algunas de ellas graves, seguida en
frecuencia descendente por la sala de Oncologia Pediatrica y Medicina

Pediatrica.

En las salas de Oncologia Pediatrica y Nutricion, se observo mayor frecuencia
de especies resistentes al fluconazol, dicha resistencia puede estar relacionada

con una profilaxis antifangica frecuente en estas salas (Tabla 10).

El método de PCR- RFLP planteado en este estudio resultd ser mas sensible,
especifico y rapido en comparacion con otras técnicas de identificacion de
especies, por lo que puede ser una herramienta sumamente Gtil en pacientes
criticos que necesiten de un diagndstico rapido, utilizando directamente
muestras como: sangre, orina y preferiblemente de liquidos estériles, dada su

sensibilidad.
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CAPITULO VL.

7.1 RECOMENDACIONES

e Iniciar el proceso de implementacion de un sistema de vigilancia de la ecologia
de especies de Candida en salas concretas de hospitales basandose en
estudios longitudinales.

e Implementar vigilancia sobre la eficacia terapéutica a través de estudios de
susceptibilidad y resistencia de cepas aisladas.

e Reforzar las estrategias metodoldgicas para prevencion de contaminacion
cruzada en salas concurridas como: Lactantes y de alto riesgo, Oncologia y

Nutricion.

e Se recomienda a las autoridades de salud, el apoyo a los laboratorios clinicos
para el sostenimiento de metodologias de identificacion de especies de
Candida, enfocandose en métodos altamente sensibles y especificos como el

presentado en este estudio.

e Debido a que la extraccion del material genético de las levaduras resulto ser
complicada por la conformacion de su pared celular (conteniendo abundantes
acidos grasos y quitina), se recomienda optimizar una técnica mas rapida de

extraccion en futuras investigaciones.
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7.2 LIMITACIONES

Las cepas de Candida utilizadas en este estudio se obtuvieron de la seccion de
Micologia del Departamento del laboratorio Clinico del HEU enviadas por las
diferentes salas pediatricas, basandose los resultados y frecuencias en ello,
considerandose como limitante para poder realizar un monitoreo y vigilancia
completa de cada sala; en su lugar se recomienda la toma de muestra de forma
activa por periodos y con niumero de muestra especificos de acuerdo a una

poblacion en estudio.

El género Candida puede habitar muchos sitios corporales y la técnica de PCR-
RFLP es altamente sensible y especifica, siendo preferible utilizar muestras de
sitios corporales estériles como lo indica la literatura.

En el presente estudio se incluyeron diversos tipos de muestras puesto que el
namero de hemocultivos con crecimiento por el genero Candida fue muy

limitado para solo incluir dichos hemocultivos dentro del estudio.

La falta de disposicion de ciertos parametros de referencia para algunas cepas
de Candida aisladas en este estudio, no hizo posible la identificacién de especie
basandose en las bandas resultantes de la PCR-RFLP dadas por la literatura.
Esta situacion dificulto la interpretacion de los aislamientos que no mostraron
un patron contemplado dentro de las 5 especies de mayor importancia clinica.
Se hizo necesario solicitar la secuenciacion de dichas cepas, pudiendo contar
posteriormente con la herramienta del analisis in silico de estas cepas de

Candida menos frecuentes.
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7.3 PERSPECTIVAS

Se espera que los datos obtenidos en esta investigacién contribuyan al
conocimiento de la ecologia de Candida, que circula entre las diferentes salas
pediatricas de hospitales de nivel terciario en Honduras y que sean utilizados

para mejorar las condiciones de salud.

La técnica de PCR-RFLP, utilizada en este estudio puede ser de mucha utilidad
y aplicabilidad para laboratorios de diagndstico, que tengan la opcién de
implementar técnicas de biologia molecular y asi brindar un diagnéstico rapido
a los pacientes sospechosos de infecciones criticas por el género Candida y
poder distinguir entre especies de C. albicans, C. dubliniensis, C. stellatoidea y
C. africana, utilizando otras enzimas de restriccion como: Hpall y la Binl o la

amplificacion del gen hwpl.

En Honduras, son necesarias futuras investigaciones sobre el género Candida
relacionadas con resistencia a los farmacos antifungicos asi como el desarrollo

de nuevos temas de investigacion en el area de Micologia.
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ANEXOS



Anexo 1: Flujograma de Trabajo

“Caracterizacion molecular de especies de Candida spp. en pacientes de
diversas areas del Departamento de Pediatria del Hospital Escuela Universitario
(HEU), Noviembre 2015- Abril 2016.”

Seleccion de cultivos positivos por Candida spp. del HEU y resiembra de estos en
medios Sabouraud para su transporte al laboratorio de investigacion de la UNAH, con
toda la documentacién necesaria

\ N

Ruptura de la pared celular de Resiembra en medio de CROMagar
Candida spp.y extraccion del para identificacion de especie
material genético por el método de

Fenol-cloroformo

\

Cuantificacion del material genético por
el NANODROP

X

Amplificacién de fragmentos de ADN
mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para las regiones
ITS-1 e ITS-2 de Candida spp.
mediante primers ITS1 e ITS4

N

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
con bromuro de etidio, interpretaciéon de
resultados

\

PCR-RFLP Enzima de
restriccion Mspl

\

Electroforesis en gel de
agarosa al 2 % con bromuro
de etidio, interpretacion de
resultados

\

Secuenciacién de especies no
reconocidas segun los
patrones establecidos

\4
» Analisis Estadistico
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Anexo 2. Patrones de referencia de PCR- RFLP esperados en este estudio
segun la literatura

Resultado de PCR:
Amplicén de un tamaio
1000 bp de 500-800 pb.

w600 bp

200 bp

100 bp

Carriles 1-5: 535 pb C. albicans, 524 pb C. tropicalis, 520 pb C. parapsilosis, 871 pb
C. glabrata, 510 pb C. krusei.

Resultados de RFLP:
Tamanos esperados
de productos de
digestion:

Carriles 1.5: : 297,238 pb C. albicans, 340,184 pb C. tropicalis, 520 pb C.
parapsilosis, 557,314 pb C. glabrata, 261,249 C. krusei.

Fuente: Vijayakumar R, Giri S, Jyoti A. Molecular Species ldentification of Candida fromo Blood Samples of
Intensive Care Unit Patients by Polymerase Chain Reaction — Restricted Fragment Length Polymorphyism, 2012.



Anexo 3. Resultados obtenidos mediante la técnica de PCR- RFLP

Resultado de PCR: Amplicon de un tamaiio de 500-800 pb. para el género
Candida:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Resultado de RFLP:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Carriles 1-14: 297,238 pb C. albicans, 520 pb C. parapsilosis, 340,184 pb C. tropicalis,
261,249 C. krusei, 340,184 pb C. tropicalis, 340,184 pb C. tropicalis, 261,249 C. krusei,
297,238 pb C. albicans, 297,238 pb C. albicans, 261,249 C. krusei, 340,184 pb C.
tropicalis, 340,184 pb C. tropicalis, 297,238 pb C. albicans, 297,238 pb C. albicans



INSTRUCCIONES DE USO
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Anexo 4: Instrucciones de uso del medio CRHOMagar Candida

| TM CHROMagarTMm Candida

BB Medium

USO PREVISTO

BBL CHROMagar Candida Medium es un medio para el aislamiento y la identificacién
de Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei a partir de muestras clinicas. Inhibe el
crecimiento de bacterias y también puede utilizarse como medio de aislamiento selectivo
para otras especies de levaduras y para hongos filamentosos.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbiolégico.

BBL CHROMagar Candida Medium es un medio selectivo y de diferenciacion para el
aislamiento de hongos. Con la inclusion de sustratos cromégenos en el medio, las
colonias de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei producen colores diferentes, lo que
permite la deteccién directa de estas especies de levaduras en la placa de

aislamiento®:6.

Las colonias de C. albicans presentan un color de verde claro a mediano, las colonias
de C. tropicalis, de azul verdoso a azul metélico y las colonias de C. krusei, rosado claro
con borde blancuzco. Es posible que otras especies de levaduras produzcan su color
natural (crema) o presenten un color rosado o malva de claro a oscuro (por ejemplo,
Candida [Torulopsis] glabrata y otras especies). Una ventaja adicional del medio es la
facil deteccion de cultivos mixtos de levaduras, debido a los diferentes colores que

presentan sus colonias1:5:6.

Peptonas especialmente seleccionadas suministran los nutrientes en BBL
CHROMagar Candida Medium. La mezcla cromdgena patentada esta formada por
sustratos artificiales (cromogenos), que liberan compuestos de colores diferentes al ser
degradados por enzimas especificas. De esta manera es posible diferenciar
determinadas especies o detectar ciertos grupos de organismos con sélo un minimo de
pruebas de confirmacion. El cloranfenicol inhibe la mayoria de los contaminantes
bacterianos.

CHROMagar Candida Medium fue desarrollado por A. Rambach y lo distribuye BD
Diagnostic
Systems bajo acuerdo de licencia con CHROMagar, Paris, Francia.



PRECAUCIONES

. Solamente para uso profesional. @
No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacion microbiana, decoloracion,
deshidratacién, grietas o cualquier otro signo de deterioro.
Consultar los procedimientos de manipulacion aséptica, riesgos bioldgicos y desecho del
producto usado en el documento.

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura entre 2y 8 °C,
envueltas en su envase original, hasta justo antes de usarlas. Evitar la congelaciéon y
ecalentamiento excesivo. Las placas pueden inocularse hasta su fecha de caducidad
(ver la etigueta en el paquete) e incubarse durante los periodos de incubacion
recomendados.

Las placas de grupos de 10 placas ya abiertos pueden usarse durante una semana
siempre que se almacenen en un lugar limpio a una temperatura entre 2 'y 8 °C.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO
Inocular muestras representativas con las cepas siguientes (para obtener los detalles,
véase el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar las placas en
atmdsfera aerobia durante 20 — 48 h a 35 + 2 °C. Tener en cuenta que se requiere una
incubacién de 42 h para que las colonias desarrollen por completo el color.

Cepas BBL CHROMagar Candida Medium

Candida albicans ATCC 60193 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color
verde claro a mediano

Candida albicans ATCC 10231 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color
verde claro a mediano

Candida krusei ATCC 34135 Crecimiento de bueno a excelente; colonias grandes y
planas, de color de rosado claro a rosa, con un borde
blancuzco

Candida tropicalis ATCC 1369 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de azul

grisaceo a azul verdoso o azul metdlico, con o sin halos
violetas en el medio circundante

Candida tropicalis ATCC 9968 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color gris
azulado, con o sin halos de color violeta

Pseudomonas aeruginosa Inhibicion de parcial a completa

ATCC 27853

Sin inocular De incoloro a beige claro, transparentes




PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados
BBL CHROMagar Candida Medium (placas Stacker de 90 mm). Controladas
microbiol6gicamente.

Material no suministrado
Medios de cultivo auxiliar, reactivos y el equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos de muestras

Este medio se utiliza para el aislamiento y la identificacion directa de Candida albicans,
C. tropicalis y C. krusei a partir de todos los tipos de muestras clinicas. También puede
utilizarse para el aislamiento de otros hongos (véase también CARACTERISTICAS
DEL RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO).

Procedimiento de andlisis

Extender la muestra para aislamiento en la superficie del medio. Sila muestra se cultiva
de una torunda, hacerla girar sobre una superficie pequefia de la superficie cercana al
borde, para luego extenderla a partir de dicha zona con un asa. Incubar las placas en
atmdsfera aerobia a 35 + 2 °C durante 20 — 48 h en posicion invertida.

Se requiere una incubacion de 42 h para que se desarrolle por completo el color de las
colonias Candida. Reducir al minimo la exposicién a la luz antes de la incubacion y
durante ella.

Ciertos aislados, tales como Cryptococcus neoformans y hongos filamentosos,
requieren una incubacibn mas prolongada y posiblemente una temperatura de
incubacién inferior para obtener un crecimiento éptimo. Por tanto, debe inocularse e
incubarse a 20 — 25 °C una placa con un segundo medio fingico (por ejemplo BD
Sabouraud Agar with Gentamicin and Chloramphenicol) si se prevé la presencia
de hongos diferentes de la especie Candida.

Resultados

Después de la incubacién, las placas de las muestras con hongos presentaran
crecimiento. Se recomienda efectuar la lectura de las placas sobre un fondo blanco. Si
estan presentes especies de Candida, las colonias presentaran un color verde de claro
a mediano (C. albicans), rosado claro a rosa con un borde blancuzco (C. krusei) o bien
azul verdoso a azul metalico con o sin halos violetas (C. tropicalis). Otras especies de
Candida y otras levaduras presentan un color malva de claro a oscuro (rosado a violeta)
0, Si no se utilizan sustratos cromégenos, presentaran su color natural de colonias (de
crema a blanco).

Los datos de estudios diversos indican que no es necesario realizar pruebas de

identificacién adicionales para Candida albicans, C. tropicalis y C. kruseil3.



CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
El uso de CHROMagar Candida Medium para la identificacion directa de C. albicans,
C. krusei y C. tropicalis ha sido documentado en numerosos estudios que también
pueden consultarse para obtener informacién adicional acerca de los procedimientos

recomendadosl'5. Los resultados de una evaluaciéon de rendimiento reciente de BBL

CHROMagar Candida Medium fueron notificados por Jabra-Rizk y colegas4.

Candida (Torulopsis) glabrata habitualmente produce colonias de color malva a malva

oscuro en este medio?. No obstante, se recomienda que los organismos que aparecen
con este color se confirmen mediante pruebas bioquimicas adicionales, dado que este
color de colonia puede ser producido por diversas especies de levaduras.

Las colonias que presenten un color de rosado palido o malva claro a oscuro, o bien
muestren su color crema natural en este medio, deben identificarse mediante métodos

estandar’ '8,

Las levaduras diferentes de las especies anteriormente mencionadas y los hongos
filamentosos también pueden aislarse en este medio si se incuban a una temperatura
y durante un periodo apropiados para estos organismos.

Dado que los mohos y otros hongos filamentosos pueden metabolizar los sustratos
cromogenos, los colores presentados por estos organismos en BBL CHROMagar
Candida Medium pueden ser diferentes de los mostrados en otros medios fungicos.
No utilizar el aspecto del crecimiento de los hongos filamentosos en este medio para
su identificacién morfolégica tradicional.

Se ha informado que C. dubliniensis produce un color verde oscuro distintivo al realizar

el aislamiento primario en BBL CHROMagar Candida Medium9-11 sin embargo, esta
propiedad tal vez no se conserve en el subcultivo. Se requieren pruebas fenotipicas y
genotipicas adicionales para la confirmacion de C. dubliniensis.

Antes de utilizar BBL CHROMagar Candida Medium por primera vez, se recomienda
practicar con el aspecto de colonia caracteristico de cepas definidas de C. albicans, C.
kruseiy C. tropicalis, por ejemplo, las cepas mencionadas en CONTROL DE CALIDAD
DEL USUARIO.
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ENVASE Y DISPONIBILIDAD
BBL CHROMagar Candida Medium
N° de cat. 257480 Medios preparados en placas, 20 placas
N° de cat. 254106 Medios preparados en placas, 120 placas

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mas informacion, dirijase a su representante local de BD.

sl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks




Anexo 5: Aplicacion al comité de Bioseguridad

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS
COMITE DE BIOSEGURIDAD
FORMULARIO DE EVALUACION

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor
contactar a la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ al teléfono (504) 2252 0282 o al correo
electronico <adazelaya@yahoo.com>

Datos Generales

Nombre de proyecto:
Departamento o unidad ejecutora:

Caracterizacion molecular de especies de
Candida spp. en pacientes de diversas areas
del Departamento de Pediatria del Hospital
Escuela Universitario (HEU), Noviembre
2015- Abril 2016.

Maestria en Enfermedades
Infecciosas y Zoonoticas,
Escuela de Microbiologia,
UNAH.

Alumno (s) responsable de la Profesor (s) responsable:
Investigacion:
Dra. Carmen Galo M.Sc.
Erika Waleska Pérez Aleméan

Laboratorio (s) en que se llevara a cabo la
investigacion:
1. Laboratorio Teasdale — Corti, Maestria en
Enfermedades Infecciosas y Zoondticas,
Escuela de Microbiologia, UNAH.

2. Centro de Investigaciones Genéticas

(CIG) de la Escuela de Microbiologia Instituciones participantes:

1. Escuela de Microbiologia, UNAH

2. Laboratorio Clinico, seccién de Micologia d
Hospital Escuela Universitario (HEU).

D
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Naturaleza de la Investigacion

Nombre de los agentes infecciosos que

manipulara:
Diversas especies de Candida spp.

¢,Cuenta con las hojas de seguridad
MSDS) impresas de los microorganismos

gque manipulara?

Si X No

. En qué nivel de riesgo estan clasificados

Los agentes infecciosos que manipulard?

i 2[X 3 4

; Cudl es el nivel de bioseguridad con que
trabaja el laboratorio en el que

desarrollaré la investigacion?

i 2X 3 4

¢ Utilizara reactivos quimicos?

Si |X No

Enumere las sustancias quimicas que
utilizara con mayor frecuencia

Etanol al 70%
Cloroformo
Isopropanol frio
Fenol saturado
PBS 1X.

TAE 0.5X

Agarosa

Bromuro de etidio

¢ Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) de los reactivos quimicos que

utilizara?

Si [X No




¢ En qué estado manipularé el o los agentes infecciosos?

Cultivos puros en placa Cultivosen Tubo | X
ADN/ARN X Cultivo de Tejidos
Tipo de muestras que manipulara Heces
Tejidos Otros liquidos bioldgicos [ ]
Muestras ambientales* [
Sangre _ -
Cultivos puros
Cultivos de diferentes tipos de
Orina Otras muestra
Animales *Tipo de muestras ambientales

Describa las técnicas que utilizara:

1. Ruptura de la pared celular de Candida spp.y extraccién del material genético por el método de
Fenol-cloroformo

2. Cuantificacion del material genético por el NANODROP

3. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
para las regiones ITS-1 e ITS-2 de Candida spp. mediante primers ITS1 e ITS4

4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con bromuro de etidio, interpretacion de resultados

5. PCR-RFLP Enzima de restriccion Mspl

6. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio, interpretacion de resultados

7. Secuenciacion de especies no reconocidas segun los patrones establecidos

8. Resiembra en medio de CROMagar para identificacion de especie




CONTROLES PRIMARIOS

Controles de Ingenieria

¢El laboratorio en que desarrollara la
nvestigacion cuenta con cabina de
seguridad biolégica?

Si X

No

El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con autoclave dentro
del laboratorio?

Si

X No

¢El laboratorio en que desarrollara la
nvestigacion cuenta con campana de
seguridad quimica?

Si

X No

El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con espacio adecuado
para realizar la investigacion?

Si X No
Si su respuesta es negativa ¢Como suplira

esta carencia?

Equipo de Proteccion

Personal (EPP)

Gabacha

X Guantes [X

Mascarilla quirdrgica

Mascarilla N95

;. Qué tipo Equipo y materiales de proteccién personal usara en su investigacion?

Cabina de bioseguridad [X

Lentes

Procedimientos Operativos Estandar (POE)

¢ Cuenta con los POE’s siguientes?

No No aplica

.- Toma de muestras

P.- Manejo de desechos bioinfecciosos

3.- Transporte de muestras

4.- Uso de la CSB

b.- Almacenamiento de muestras

b.- Puesta y quitado de EPP

7.- Limpieza de derrames

X| X X|X|X|X]| X

8.-Otro




Controles Administrativos

Si No No aplica
1.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso
de la CSB? X
2.- ¢(Ha recibido entrenamiento para el uso
del autoclave? X
3.- ¢Ha recibido entrenamiento para puesta
y quitado de EPP? X
4.- ;Ha recibido entrenamiento para
limpieza de derrames? X
5.- ¢Ha sido vacunado contra la Hepatitis
B? X
6.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso
de la campana de seguridad quimica? X
7.- ¢Conoce las caracteristicas quimicas de
los reactivos que utilizara en la X

investigacion

8.- Otros




Anexo 6: Procedimiento Operativo Estandar

Universidad Nacional Autonoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas
Escuela de Microbiologia
Seccion de Micologia

Procedimiento Operativo Estandar para:

Caracterizacion molecular de especies de Candida spp.

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Erika Pérez Aleman Dra. Carmen galo Dra. Carmen galo
Abril/2016 Julio/2016 Julio/2016

Tegucigalpa, Honduras 2016



. Objetivo del POE

Contar con las metodologias adecuadas y necesarias en el desarrollo de los procedimientos para la
realizacidn de la investigacidon de tesis: Caracterizacion molecular de especies de Candida spp.
aisladas del Departamento de Pediatria del Hospital Escuela Universitario (HEU) Noviembre 2015-

Abril 2016.

Il. Alcance

Se aplica a todas las actividades que se realizaran para llevar a cabo la recoleccion y el
procesamiento de las muestras en el laboratorio que se relacionan con el diagndstico molecular de
especies de Candida spp, y que por su importancia requieran una descripcidon escrita de las

metodologias necesarias para su realizacion.

lll. Responsabilidad

Estara bajo el investigador encargado de realizar los procedimientos para el diagnéstico molecular
de especies de Candida asi como los demas investigadores y personal del laboratorio encargado de
la elaboracion, revisién, aprobacién, distribucion y control de los procedimientos operativos

estandar creados para llevar a cabo la investigacion.
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Contenido
Procedimientos Operativos Estandar para técnicas de andlisis:
Preparacion del medio de cultivo Sabouraud
Resiembra y Transporte de medios
Rompimiento de la pared celular de Candida mediante perlas de zirconio
Extraccion de ADN de Candida
Cuantificacién del material genético por el NANODROP
Preparacion de mastermix para PCR de Candida
Electroforesis en geles de Agarosa
Revelacién del gel de Agarosa

RFLP (digestion con enzimas de restriccidn)

Procedimientos operativos estandar para uso de equipo de laboratorio
Uso de la Balanza

Uso del aparato mini bead beater

Uso de la Centrifuga

Uso del Termociclador

Uso del esterilizador a vapor de alta presion

Uso de la cabina de bioseguridad

Procedimiento Operativos Estandar para Lavado y Descarte de Material
Lavado de Material reusable

Descarte de material conteniendo sustancias Infecciosas

Condiciones de bioseguridad

Equipo de bioseguridad y Tratamiento de derrames en el laboratorio



Procedimiento Operativo Estandar

Preparacion del medio de cultivo Sabouraud

Elaborado por: Erika Pérez Aleman

Fecha: Abril /2016

Revisado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Materiales necesarios:

e Tubos de vidrio estériles
e Agua destilada

e Medio Sabouraud deshid
e Estufa

e Balanza

e Espatula

e Recipiente para pesar
e Autoclave

e Inclinador de medios
e Guantes de latex

e Guantes térmicos

e Probeta

e Erlenmeyer

con taparrosca

ratado

e Torunda grande de gaza o algoddn

e Gorro de papel

Procedimiento

1. Pesar 65 gramos del medio deshidratado Sabouraud en la balanza para 1,000 ml de agua
destilada que mediremos en una probeta

2. Colocar el medio deshidratado en un Erlenmeyer y afadir el agua destilada medida

3. Tapar el recipiente con una tapa de gaza o algoddn mezclar, homogenizar llevar el medio
a la estufa para disolverlo, agitar aproximadamente cada 3 minutos y retirar de la estufa

cuando comience a herv

ir

4. Llevar el medio al autoclave y esterilizarlo por 15 minutos a 120 libras de presién.
5. Servir aproximadamente 4 ml del medio en cada tubo con taparrosca y dejar enfriar sobre

el inclinador de medios. !

1)




Procedimiento Operativo Estandar

Resiembra y Transporte de medios

Elaborado por: Erika Pérez Aleman | Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Materiales necesarios:

e Marcador indeleble, lapiz

e Asas microbioldgicas

e Mechero bunsen

e Alcohol al 70%

e Papeltoalla

e Guantes de latex

e Libreta de apuntes

e Gradillas de transporte

e Cajas de bioseguridad para transporte

Procedimiento:

1. Rotular los medos de Sabouraud estériles con los cédigos necesarios

Desinfectar el drea de trabajo con alcohol al 70%

3. Resembrar los cultivos de Candida seleccionados utilizando el asa microbioldgica y mechero
bunsen.

4. Anotar los cddigos y la informacién obtenida en cada boleta de peticion de analisis
micoldgico en una libreta.

5. Transportar los medios resembrados en una gradilla de forma vertical dentro de una caja
de bioseguridad para transporte.

6. Llevar al laboratorio de micologia y conservar las muestras en refrigeracion a 6°C hasta su
posterior analisis.!?

N



Procedimiento Operativo Estandar

Rompimiento de la pared celular de Candida mediante perlas de zirconio

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
Materiales:

e TRIS-HCI, 1 M, pH 7.8

e EDTAO,5M (pH 8)

e CTABal 10%

e NaCl5M

e Aguadestilada

e Mercaptoetanol

e Erlenmeyer

e Pipetasy puntas de 10-100, 100-1000

e Asas microbioldgicas en anillo

e Viales estériles de 1.5 ml

e Gradillas porta viales

e Tubos de plastico de 2.0 ml con cierre hermético
e Perlas de zirconio (0.5 mm de didmetro)
e Papel Parafilm

Procedimiento

1.

Preparar buffer de lisis compuesto por: [(10ml TRIS-HCI, 1 M, pH 7.8, 4m| EDTA 0,5 M pH 8, 20
ml de CTAB al 10% y 30 ml de NaCl 5M) aforar con agua destilada hasta llegar a 100 ml de esta
solucion, luego agregar 1% del volumen final de Mercaptoetanol];

Colocar en un vial 1 ml del Buffer de lisis y agregar una asada completa de las muestras del
cultivo de Candida, re-suspender

Cerrar bien y colocar esta mezcla en bafio maria a 100°C por 1 minuto.

Colocar 700 ul de la mezcla anterior a un vial especial con cierre hermético al que previamente
se le han colocado 0.13 g de perlas de zirconio.

Asegurar el cierre de dichos tubos con papel parafilm y colocar en el aparato Mini Bead Beater
para su agitacion durante 1 minuto con 3 segundos cada una de las muestras.

recuperar en un vial nuevo la mayor cantidad de sobrenadante evitando tomar las perlas, dicho
sobrenadante se utilizard en los siguientes pasos de extraccién de ADN de Candida.®




Procedimiento Operativo Estandar

Extraccion de ADN de Candida

Elaborado por: Erika Pérez Aleman

Fecha: Abril /2016

Revisado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Materiales
e Fenol saturado
e Cloroformo
e Vialesde 1.5 ml

e Acetato de Sodioa 3M pH 5.2

e Isopropanol frio
e Etanol al 70%

e TE1X o agua estéril libre de nucleasas

e Microcentrifuga
e Bloque caliente

e Pipetasy puntas de 10-100, 100-1000

Procedimiento:

1. Agregar a cada muestra recuperada del paso anterior

400 ul de la mezcla de

fenol:cloroformo en proporcion 1:1 previamente homogenizada en un vortex,
2. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm , recuperar la fase acuosa y transferir a un nuevo vial (
anotar el volumen recuperado)
3. Agregar 1/10 volumen de Acetato de Sodio a 3M pH 5.2 y un volumen similar al obtenido

de Isopropanol frio

No v s

libre de nucleasas,

Centrifugar 3 min a 13,000 rpm, eliminar el sobrenadante
Lavar 3 veces con 200 ul de Etanol al 70%

Dejar evaporar el etanol residual en un bloque caliente
Resuspender el material genético recuperado en 50 ul de TE1X o en 50 ul de agua estéril

8. Guardar a-20°c hasta el uso. @




Procedimiento Operativo Estandar

Cuantificacion del material genético por el NANODROP

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
Materiales:

Agua destilada
Micropipetas 1 ul, puntas
Muestras problema
Papel de limpieza

Procedimiento:

1.

Calibrar el aparato levantando el brazo de este y pipeteando 1 pul de agua destilada, sobre
el pedestal del Nanodrop. Se baja el brazo, el agua destilada sube ligeramente y se forma
una columna de liquido. En la computadora que contiene el software para el Nanodrop, se
pulsa el botdn “Blank”, como el agua es el blanco, el resultado de la absorbancia tiene que
ser 0 ng/ul.

Una vez ajustado el Nanodrop con el blanco, se pipetea 1ul de la muestra que se quiere
cuantificar.

En el programa de la computadora se selecciona la casilla “Measure” que determina la
absorbancia de la muestra. La medicidn se hace en menos de 10 segundos y el rango de
cuantificacion va desde los 2 ng hasta los 3000 ng/pl.

Cuando la lectura se completa, la superficie se limpia solamente con un papel especial y asi
queda listo para la siguiente medida. ©

Procedimiento Operativo Estandar

Preparacion de Mastermix para PCR de Candida

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016




Materiales necesarios:
e Viales de 25 ul
e Gradillas porta viales

e 25 ul de mix de PCR comercial
e 1 ulde primer forward (ITS-1)
e 1 ulde primer reverse (ITS-2)

e Agua estéril libre de nucleasas

e Termociclador

e Micropipeta y puntas de 0.1- 1, 10-100, 100-1

Procedimiento:

Colocar en un vial 25 ul de mix para PCR comercial,
Agregar 1ul del ADN extraido en el paso anterior

Llevar la mezcla a un volumen final de 50 pl con agua estéril libre de nucleasas

1
2
3. Afadir ala mezcla: 1 pl de primer forward (ITS-1) 1 pl de primer reverse (ITS-4)
4
5

Colocar en el termociclador.con la programacién correspondiente.®

Procedimiento Operativo Estandar

Electroforesis en geles de Agarosa

Elaborado por: Erika Pérez Aleman

Fecha: Abril /2016

Revisado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Materiales

e Buffer de corrida

e Horno Microondas

e Molde para gel con peine
e (Camara electroforética

e Fuente de voltaje

e Gel de Agarosa

e Buffer TEA o TBE

e Aguadestilada

e Micropipetas, punta




Bromuro de Etidio
Papel parafilm
Marcador de peso molecular

Procedimiento:

10.

11.

12.

13.

Preparar en un matraz gel de agarosa al 1.5% disuelta en buffer TEA o TBE

Se calienta la mezcla anterior en un horno microonda a temperatura media hasta que se
funda la agarosa, aproximadamente 2-3 minutos (se observa totalmente transparente).

Se deja enfriar la agarosa (aproximadamente a unos 40°C) y se afiade 5 ul de bromuro de
etidio por cada 100 ml de agarosa.

Colocar la agarosa todavia en solucién en la cdmara de molde previamente nivelada, colocar
el

peine para formar los pocitos y dejar que solidifique.

Una vez solidificado, retirar el peine y colocar el gel en la cdmara electroforética.

Llenar la cdmara con el buffer de corrida (generalmente TAE o TBE 1X) hasta que cubra el

gel.
En un papel para film, colocar 2 ul del buffer de corrida para cada muestra a dispensar en el

gel.

Tomar 5 ul de cada muestra amplificada en refrigeracion o saliendo del termociclador,
mezclar la muestra con el buffer de corrida antes de colocarla en el gel.

Colocar las muestras en los pocitos con cuidado para evitar derrames o paso de un pocito a
otro y colocar el marcador de peso molecular respectivo.

Colocar la tapa de la cdmara electroforética haciendo coincidir los colores de los electrodos
y conectarla a la fuente de poder.

Iniciar la electroforesis programando un voltaje constante de 400 Ma, 110 voltios por 30
minutos.

Una vez concluido este proceso se retira la placa del gel de la cdmara y se coloca dentro del
foto-documentador, con el fin de obtener una imagen de las bandas.®”
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Programacion del Termociclador:

Ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 95 °C 5 min Desnaturalizacién Inicial
1 95°C 30 seg Desnaturalizacién
1 56°C 30 seg Alineamiento
1 72°C 30 seg Extension
1 72°C 5 Min Extensidn final

Procedimiento Operativo Estandar

Revelacion del Gel de agarosa

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
1. Colocar el gel en la bandeja del transiluminador Gel Doc.
2. Buscar el programa de visualizacién de geles QuantityOne.
3. Entrar a los archivos,buscar Gel Doc XR, y a continuacidon aparecerd la pantalla de
visualizacidn de geles.
4. Seleccionar con el botdon de Trans UV en el Gel Doc y la imagen comenzara a aparecer en la
pantalla.
5. Para guardar la imagen ir a mis documentos y seleccionar la opcién Export to JPEG imagen
y seleccionar el sitio en donde se guardara la imagen.
6. Retirar el gel de la bandeja del equipo.
7. Limpiar la humedad dejada por el gel de la bandeja del transiluminador.
8. Cerrar programas, apagar el equipo.

Con el revelado de los productos de PCR para Candida se espera obtener un amplicon de un
tamafio de 500-800 pb.,(535 pb C. albicans, 524 pb C. tropicalis, 871 pb C. glabrata, 510 pb
C. krusei, 520 pb C. parapsilosis) dichos resultados seran fotografiados y almacenados. (7
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Procedimiento Operativo Estandar

RFLP (digestion con enzimas de restriccion)

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
Materiales:

e Viales estériles

e Gradillas porta viales

e Buffer enzimatico

e Enzima Mspl

e Agua estéril libre de nucleasas.
e Incubadoraa 37°C

e Micropipeta y puntas

Procedimiento:

1. Colocar en un vial con capacidad de 200 pl la mezcla de la reaccién que contendra: 2 ul de
buffer enzimatico, 5 unidades de enzima Mspl, 10 pl de producto de PCR del paso anterior

2. Llevar la mezcla a un volumen final de 20 pl con agua estéril libre de nucleasas.

3. Incubar dicha mezcla por 1 horaa37°C.

Procedimiento Operativo Estandar

Visualizacion de productos de PCR- RFLP en gel de agarosa

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
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Los productos de PCR-RFLP se someteran a electroforesis en 2.0% de concentraciéon en gel de
agarosa, estos se tefiirdan con bromuro de Etidio (0,5ug/ml) se visualizardan bajo luz UV y se
compararan con los patrones de peso molecular establecidos, esperando obtener los siguientes
tamanos en los productos de restriccion: 297,238 pb C. albicans, 340,184 pb C. tropicalis, 557,314
pb C. glabrata, 261,249 C. krusei, 520 pb C. parapsilosis, dichos resultados seran fotografiados y
almacenados. )

Procedimiento Operativo Estandar

Uso de la balanza

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Colocar la balanza en una superficie plana y alejada de las corrientes de aire.
2. Conectar la balanza a la fuente de energia eléctrica.

3. Oprimir el interruptor localizado por debajo de la pantalla para encenderla.
4. Calibrar la balanza oprimiendo de nuevo el interruptor del paso anterior.

5. Esperar hasta que se estabilice para comenzar con la medicién.

6. Colocar el recipiente para pesar encima del plato de la balanza.

7. Tarar con el interruptor localizado en la parte frontal de la balanza.

8. Pesar la cantidad correspondiente.

9. Alterminar de pesar retirar el recipiente o material del plato.

10. Limpiar con una escobilla o gaza.

11. Apagar la balanza oprimiendo el interruptor localizado en la parte frontal superior de la
balanza.

12. Desconectar la balanza y colocar el cobertor especial de proteccion. ®
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Procedimiento Operativo Estandar

Uso de la centrifuga

Elaborado por: Erika Pérez Aleman

Fecha: Abril /2016

Revisado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Conectar el cable a la conexién eléctrica de 110 voltios.

N

Accionar el boton OPEN para abrir la tapadera.

3. Colocar los tubos en los porta muestra, teniendo en cuenta la carga en el rotor deforma

balanceada.

4. Fijar la velocidad y el tiempo de centrifugacion con las teclas especiales para este fin.
5. Accionar el botdon STAR para dar inicio.
6. Observar detenidamente el funcionamiento, si no existe ninglin problema continue, de lo

contrario detenga la centrifuga.

7. Accionar el botén OPEN, abrir la tapadera para sacar los tubos.

Apague y desconecte el equipo. ©

Procedimiento Operativo Estandar

Uso del equipo mini bead beater

Elaborado por: Erika Pérez Aleman

Fecha: Abril /2016

Revisado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Conectar el cable a la conexidn eléctrica de 110 voltios.
2. Encender el equipo del interruptor localizado en la parte trasera

3. Ajustar el tiempo con los controles del equipo (1 min, 3 seg)
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4. Abrirlatapaderay colocar el tubos con taparrosca de forma horizontal de forma adecuada
para evitar que se desprendan al momento de agitar
5. Cerrar dicha compuerta, accionar el botdén STAR para dar inicio.
6. Observar detenidamente el funcionamiento, si no existe ningln problema continue, de lo
contrario detenga el equipo.
7. Retire la muestra, dejar reposar el equipo 5 minutos luego de agitar 3 tubos
8. Apaguey desconecte el equipo. ¥
Procedimiento Operativo Estandar
Uso del Termociclador
Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Prepare las muestras en los tubos desechables MicroAmp® PCR.

2. Coloque los tubos en los espacios del aparato utilizando una plantilla de plastico especial
para proteccion, cierre la tapa.

3. Seleccione un método.

4. Uselasteclas de funcién variable (teclas F), las flechas y el teclado numérico ubicado debajo
de la pantalla para ejecutar los comandos y funciones, para desplazarse y para introducir
los datos.

5. Para ejecutar las funciones que se muestran a lo largo de la parte inferior de la pantalla,
presione la tecla F correspondiente ubicada debajo de la pantalla.

6. En el menu principal (Main), presione Run. Elija un método. Presione Start (Iniciar). En la
pantalla Stored Methods, presione Start para iniciar la reaccion

Notas:

-Para detener una reaccién en cualquier momento, presione la tecla Stop (Detener) en el
teclado. La reaccién se detiene por un tiempo y luego se cancela el proceso. La reaccion
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puede reanudarse durante este periodo de pausa presionando Resume. En el menu Main,
presione Edit (para modificar).

-Para cambiar los parametros de un método determinado seleccione un segmento de
tiempo o temperatura. Presione More (Mas) para acceder a la funcidén de insercidn.
Presione Insert (Insertar). Presione Hold (Espera) para insertar un nuevo segmento o
presione Cycle para insertar un ciclo.

-Para insertar un nuevo método: desde la pantalla pulse Create estando en la etapa PCR
del método, presione Store (Almacenar). Para aceptar el nombre predeterminado, presione
Accept (Aceptar). Presione Method (Método) para indicar el nombre deseado para el
método. Presione Accept para almacenar el método con el nombre especifico.”

Procedimiento Operativo Estandar

Esterilizacion por presion de vapor

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

N AWN R

10.

Asegurarse que la valvula de drenaje este cerrada.

Verificar que este colocada la placa inferior al interior de la cdmara del autoclave.

Verificar que el nivel del agua dentro de la cdmara sea la recomendada.

Corroborar que el recipiente lateral este colocado y contenga 1.5 litros de agua.

Colocar el material a esterilizar dentro de canastas de metal.

Cerrar correctamente el autoclave.

Encender el equipo presionando el interruptor.

Presione la tecla menu y seleccionar sterilize. Si desea esterilizado y secado escoja la opcién
esterilize&dry

Fijar la temperatura de esterilizacidn y el tiempo deseado (generalmente 121°C, 15lb de
presion por 15 minutos para material limpio y para sucio 20 minutos)

Presione la tecla enter para iniciar el proceso de esterilizado, hasta que alcanza la
temperatura deseada se comienza el proceso de conteo del tiempo.
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11. Al terminar de esterilizar aparecerd en la pantalla end, presione la tecla enter y a
continuacién abra la camara del autoclave y sacar el material ya estéril cuando el aparato

muestre que la presion de vapor haya llegado a cero.!

11)

Procedimiento Operativo Estandar

Uso de cabina de bioseguridad

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Contar con el equipo de protecciéon adecuado.
2. Limpiar la mesay las paredes de la cabina con una gaza impregnada con una solucion
de cloro al 10%, y luego con alcohol etilico al 70%.
3. Luegointroducir el material a necesitar, asegurandose se encuentre limpio al momento
de colocarlo en la cabina.
4. Encender lalampara de luz U.V. y dejar por 15-30 minutos.
5. Apagarlaluz U.V. y encender la luz normal.
6. Asegurarse de tener todo el material a necesitar cerca o dentro de la cabina de trabajo.
7. Colocar un recipiente con bolsa de bioseguridad para descarte y esterilizacion del
material descartable.
8. Al terminar de trabajar dentro de la cabina retirar el material utilizado y continuar con
el procedimiento de limpieza mencionado en el paso nimero dos. %)
Procedimiento Operativo Estandar
Lavado de material reusable
Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo
Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
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Procedimiento:
Material utilizado en el area de PCR (area negra)
1. Sumergir el material en una solucién de cloro al 10% por 24 horas.
2. Sacar el material y lavar con agua corriente.
3. Luego enjugar con agua dulce y luego con agua destilada.
4. Dejar secar a temperatura ambiente o en horno.*?

Procedimiento Operativo Estandar

Descarte de material conteniendo sustancias Infecciosas

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016

Procedimiento:

1. Colocar el material infeccioso en un recipiente impermeable (bolsas de seguridad biolégica).

2. Lasagujas deberan ser colocadas en recipientes impermeables e imperforables antes de su
esterilizacidn.

3. Colocar el material en el recipiente de descarte de material infeccioso.
4. Colocar el material a descartar en el autoclave por 20 minutos a 121 °Cy 15 libras de presion.
5. Luego de esterilizar colocar el material en el recipiente para la basura normal.

Procedimiento Operativo Estandar

Tratamiento de derrames en el laboratorio

Elaborado por: Erika Pérez Aleman Revisado por: Dra. Carmen Galo Aprobado por: Dra. Carmen Galo

Fecha: Abril /2016 Fecha: Julio/ 2016 Fecha: Julio/ 2016
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Se debe de contar con un kit especial para la accion en caso de derrames que contenga:

Equipo de proteccidon personal (guantes, mascarilla, etc.), bolsas plasticas para desechos de
sustancias bio-infecciosas, panos o papel absorbente, solucidn de hipoclorito de sodio al 1% como
agente desinfectante, soluciones de HCl 0.1N y NaHCO3 al 3% como agentes neutralizantes
comunes (en caso de derrame de bases o acidos respectivamente), recogedores y pinzas.

Acciones a tomar en caso de derrame de material bio-infeccioso:

1. Cubrir el derrame con un pano o papel absorbente.

2. Verter hipoclorito de sodio 1% sobre este material absorbente y dejar actuar durante 20-30
minutos.

3. Retirar el paio o papel absorbente y descartar en el recipiente de material bio-infeccioso.

4. En caso de existir fragmentos de vidrio estos se manipularan con recogedor y/o pinza y se
depositaran en el contenedor de punzocortantes.

5. El material infeccioso obtenido del derrame se tratard en autoclave o se sumergira en
solucidon de hipoclorito de sodio 1% para su desinfeccion.

Acciones a tomar en caso de derrame de sustancias quimicas:

1. Colocar sobre el derrame el material absorbente adecuado considerando la naturaleza de
la sustancia quimica implicada.

2. Neutralizar la sustancia quimica de acuerdo a lo especificado en la MSDS.

3. Lavar la superficie afectada con agua y jabén. %

Nota:

Se deberdn tener al alcance las MSDS de los agentes infecciosos con los que se trabaja y las MSDS
de las sustancias quimicas que se utilizan en el laboratorio a fin de conocer la forma adecuada de
actuar ante un derrame.
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