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RESUMEN

Las especies del género Candida forman parte de la flora normal en el ser humano
en cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina; sin embargo, en estados de
inmunosupresion, desbalance de la flora bacteriana o ruptura de las barreras epiteliales
puede propagarse por el torrente circulatorio e invadir otros organos, convirtiendose en

patdgeno oportunista.

En las ultimas décadas las infecciones causadas por Candida han aumentado
considerablemente, por lo que es importante conocer la resistencia a antifungicos que
presentan las cepas de Candida con el fin de mejorar la terapia farmacoldgica del paciente
disminuyendo asi la tasa de mortalidad. Candida albicans es la especie aislada con mayor
frecuencia, no obstante, se ha reportado un aumento de las especies de Candida no

albicans, algunas de ellas resistentes a farmacos antifungicos como Fluconazol.

Debido al cambio de epidemiologia y resistencia de especies del género Candida, el
objetivo de ésta investigacion fue establecer la identificacion, susceptibilidad vy
distribucion de las especies de Candida por muestras, obtenidas del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Pablica de enero 2007 a abril 2016. Para lo cual se estudiaron 100
cepas de Candida albicans y no albicans. Para la identificacion fenotipica se utiliz6
pruebas convencionales como: tubo germinal, produccidn de clamidosporas en agar harina
de maiz e identificacion de cepas en CHROMagar®; y para la determinacion de
susceptibilidad antifungica se uso6 la técnica de microdilucién colorimétrica utilizando el
sistema de sensibilidad Sensititre YeastOne ante Anidulafungina, Anfotericina B,
Micafungina, Caspofungina, 5-Flucitosina, Posaconazol, Voriconazol, Itraconazol y

Fluconazol.



Los resultados obtenidos en éste estudio muestran que las infecciones producidas
por Candida se presentan en algunos Centros de Salud, Hospitales y Clinicas del Ecuador.
La frecuencia de infecciones fungicas por Candida se presenté de la siguiente manera:
Hospital de tercer nivel (34%) Hospital pediatrico de tercer nivel (53%), Hospital de

segundo nivel (1%) Clinica particular (1%), Centros, Sub-centros de salud y otros (11%).

Conforme a las muestras receptadas en el laboratorio de referencia del Instituto
Nacional de Investigacién en Salud Publica se clasificaron a las cepas de Candida de
acuerdo a la muestra donde fueron aisladas, es asi que la mayor parte de aislamientos fue

en lavado bronquial (29%), orina (22%), seguido de sangre (13%).

Se realizo6 pruebas de susceptibilidad antifungica a 20 cepas invasivas de Candida,
debido a la muestra donde provenian y posibles factores de riesgo que pudieran presentar
los pacientes, ademas en estudios realizados en Colombia se han encontrado datos donde la
mortalidad en pacientes con candidemias invasivas llega al 59% (Cortés et al., 2013). De
acuerdo a los resultados el 5% de las cepas mostraron resistencia a ltraconazol y
Fluconazol y otro 5% reveld ser sensible a dosis dependiente en cuanto a la exposicién con

\Voriconazol.

Los datos reflejados en el estudio muestran que de las 100 cepas estudiadas el 53%
pertenece a un hospital pediatrico; asi mismo se encontré resistencia a Fluconazol e
Itraconazol en Candida glabrata y sensible a dosis dependiente a VVoriconazol ademas se
identifico que el 10% de las cepas de Candida tropicalis pertenecen al grupo de No
Sensibles de acuerdo a la concentracibn minima inhibitoria que presentaron,
evidenciandose ademas que el 5% de Candida tropicalis presentan resistencia a los azoles;

sin embargo, no se encontro resistencia en cepas de Candida albicans.
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ABSTRACT

The Candida species are part of the normal flora in humans in oral cavity,
gastrointestinal tract, and vagina; however, in states of immunosuppression, imbalance of
bacterial flora or rupture of epithelial barriers can spread through the bloodstream and

invade other organs, becoming opportunistic pathogen.

In recent decades the Candida infections have increased considerably, making it
important to know the resistance presented antifungals Candida strains in order to improve
drug therapy patient thus decreasing the mortality rate. Candida albicans is the most
frequently isolated species, however, it has reported an increase in non-albicans Candida

species, some of them resistant to antifungal agents such as Fluconazole.

Due to changing epidemiology and resistance of Candida species, the objective of
this research was to establish the identification, susceptibility and distribution of species of
Candida samples, obtained from the National Institute for Research in Public January 2007
Health in April 2016, to which were studied 100 strains of Candida albicans and non-
albicans: 60 Candida albicans strains (60%), 26 strains of Candida tropicalis (26%), 7
strains of Candida glabrata (7%), 4 strains Candida guilliermondii (4%), one strain of
Candida lusitaniae (1%), one strain of Candida pseudotropicalis (1%) and 1 strain of
Candida parapsilosis (1%). For phenotypic identification as conventional tests used: germ
tube production clamidosporas cornmeal agar and identification of strains in
CHROMagar®; and for determination of antifungal susceptibility microdilution
colorimetric technique it was used using the system sensitivity to Sensititre YeastOne
Anidulafungin, Amphotericin B, Micafungin, Caspofungin, 5-Flucytosine, Posaconazole,

Voriconazole, Itraconazole and Fluconazole.



The results obtained in this study show that Candida infections occur in some
Health Centers, Hospitals and Clinics of Ecuador. The frequency of fungal infections
Candida is presented as follows: Hospital of third level (34%) Children's Hospital of third
level (53%), Hospital of second level (1%) Clinical particularly (1%), Centers, Sub centers

and others (11%).

Under samples obtained in the reference laboratory of the National Institute for
Public Health Research were classified strains of Candida according to the sample where
they were isolated, so that most of isolates was in bronchial lavage (29%) , urine (22%),

followed by blood (13%).

Antifungal tests 20 invasive strains of Candida susceptibility was performed
because the sample which they came and potential risk factors that could present patients.
According to the results 5% of the strains showed resistance to Itraconazole and
Fluconazole and another 5% dependent proved to be sensitive as to VVoriconazole exposure

dose.

The data shown in the study show that of the 100 strains studied 53% belongs to a
pediatric hospital; likewise it was resistant to Fluconazole and Itraconazole in Candida
glabrata and sensitive to dose dependent Voriconazole also identified that 10% of strains
of Candida tropicalis belong to the group of non-sensitive according to the minimum
inhibitory concentration had also evidenced that 5% of Candida tropicalis are resistant to

azoles; however, no resistance was found in strains of Candida albicans.

KEYWORDS

Candidemia, Candida albicans, Candida non-albicans, antifungal susceptibility.



AB
ALS
AND
CAS
CLSI
EUCAST
FC
FZ

I

IL
IAAS
1Z
MF
MIC
PZ

R

S
SDD
VOR

LISTA DE SIGLAS

Anfotericina B

Secuencia tipo aglutinina

Anidulafungina

Caspofungina

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana
5- Flucitosina

Fluconazol

Intermedio

Interleucina

Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud
Itraconazol

Micafungina

Concentracion Minima Inhibitoria

Posaconazol

Resistente

Sensible

Sensible dosis dependiente

Voriconazol



CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Las especies del género Candida pertenecen a la Phylum Ascomycotina (Castafion
Olivares, 2016), clase Saccharomycetes (Murray et al., 2013); son organismos eucariotas
los cuales tienen la particularidad de formar levaduras, pseudohifas e hifas, siendo la
Gltima una caracteristica de los hongos patogenos para invadir tejidos (Guarro, 2012), a

excepcion de Candida glabrata la cual solo se presenta en forma levaduriforme.

Se han identificado aproximadamente 150 especies de Candida de las cuales hasta
el momento se conocen 15 especies principales causantes de candidemias. (De la Torre-

Saldafia et al., 2014)

En un estudio realizado por Nucci y colaboradores en América Latina durante el
mes de noviembre del 2008 a octubre del 2010 se encontrd que la incidencia de
candidemia en el Ecuador es de 0.016% por cada 1000 pacientes al dia (Nucci et al., 2013),
ademas se reporta una morbilidad y mortalidad de aproximadamente el 35% en pacientes
que presentan candidiasis invasiva (World Healt Organization, 2014), generando asi un
impacto econdmico para las casas de salud, de tal manera que han ido adquiriendo gran
importancia en los ultimos afios a nivel mundial debido a la resistencia adquirida que
presentan algunas especies de Candida y al cambio de epidemiologia de las mismas

(Pfaller, 2012).

A pesar de existir escasos estudios de candidemias, se encontrd en la ciudad de
Madrid, Espafia que Candida ocupa los primeros lugares en aislamientos en hemocultivos,

mucosas, orina, entre otros fluidos (Escribano et al., 2013). Por formar parte de la flora



normal en piel y tubo digestivo, Candida invade a partir de mucosas relaciondndose con el
estado de inmunosupresién del paciente (Bicanic & Harrison, 2014); se sabe que entre el
5% - 15% de personas que ingresan por atencion médica adquieren algun tipo de infeccién
fungica, siendo importante mencionar que dichas infecciones han ido aumentado afio tras
afio a pesar del control y capacitacion que se da al personal médico en cuanto a medidas de

higiene y esterilizacion a materiales de trabajo (Cornistein et al., 2013).

El presente trabajo pretende responder la siguiente pregunta de investigacion: ;Qué
patron de resistencia antifingica presentan las especies de Candida aisladas en el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Pdblica y cudl es la distribucion de acuerdo a la

muestra donde se obtiene?

Los resultados de éste estudio ayudaran a conocer e identificar las especies
causantes de infecciones fungicas tanto leves como severas, ademas del perfil de
susceptibilidad antifingica que presentan para asi llegar a un diagnostico y tratamiento mas

certero.



1.1. JUSTIFICACION

Las especies de Candida son organismos saprofitos que causan infecciones tanto
locales como invasivas (Figueras et al., 2011). Candida albicans se considera el agente
mas comln que causa candidiasis, sin embargo en los Gltimos afios se ha identificado un
aumento de aislamientos de Candida no albicans, lo cual involucra la investigacion
constante en cuanto a su epidemiologia (Sardi et al., 2013). las candidemias representan la
cuarta causa mas comun de infecciones en Colombia y Estados Unidos (Arias et al., 2012)
(Falagas et al., 2010), siendo un problema en el area de salud ya que causa un alto riesgo

de muerte y mayor tiempo de estancia hospitalaria (Cornistein et al., 2013).

Los reportes de resistencia antifingica mencionan que los individuos tratados por
tiempo prolongado con azoles generan resistencia, asi mismo la falla terapéutica de éstos
pacientes puede deberse a la mala identificacion de cepas con resistencia intrinseca o por la
presencia de cepas con resistencia secundaria, por otro lado se conoce que el gold standard
para tratar infecciones fungicas es la Anfotericina B, sin embargo hasta el dia de hoy no

existen datos de resistencia a éste antifungico (Gutiérrez-Martinez et al., 2012).

En el Ecuador son escasas las investigaciones que se han realizado acerca de
resistencia antifngica, especialmente de las subespecies del género Candida; es por ello
que el objetivo de éste trabajo es identificar subespecies de Candida en el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) y determinar perfiles de resistencia
para mejorar el diagnostico de infecciones micéticas proporcionando un tratamiento con
farmacos antifangicos adecuados dependiendo de la especie de Candida causante de la

infeccion.

Es importante conocer la distribucion de candidemias ya que las especies de

Candida varian de acuerdo a la muestra donde se aisla (Alburquenqgue et al., 2013), del



mismo modo es trascendental conocer la especie que prevalece en el Ecuador asi también
como el perfil de resistencia que presentan para proveer un tratamiento antifingico mas

eficaz. (Calvo et al., 2010)

Los resultados obtenidos beneficiaran al personal de salud, ya que se dara a conocer
la resistencia antifungica que presentan las distintas especies administrando un tratamiento

maés especifico, para mejorar la calidad de vida del paciente.

El presente estudio resultdé ser viable gracias a la disponibilidad de cepas
conservadas en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica, asi también como

la prestacion de equipos e infraestructura.
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1.2. OBJETIVOS
1.2.1. GENERAL

Establecer la identificacion, susceptibilidad y distribucién de las especies de
Candida en muestras obtenidas del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica de

enero 2007 a abril 2016.

1.2.2. ESPECIFICOS

= Determinar las especies de Candida en muestras clinicas aisladas en el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Pablica de enero 2007 a abril del 2016.

= Reconocer macroscopicamente las colonias de cada especie de Candida,
ademas de las estructuras mediante observacion microscopica.

= Identificar el perfil de resistencia mediante el método de concentracion minima
inhibitoria de las distintas cepas de Candida aisladas en muestras obtenidas del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica de enero 2007 a abril del

2016.
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1.3. LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

El agar cromocandida para identificacion de subespecies de Candida, solo es capaz de
detectar 4 de las 15 especies causantes de candidemia (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei,

C. dubliniensis).

No se puede contar con la historia clinica del paciente para conocer de mejor manera la

clinica de la enfermedad.

Limitaciones econdmicas, por cuanto no se pudo realizar el perfil de resistencia a todas

las cepas de Candida involucradas en éste estudio.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. ANTECEDENTES

Las infecciones por Candida ocupan el cuarto lugar en Colombia y en Estados
Unidos (Arias et al., 2012) (Falagas et al., 2010), evidenciandose en las ultimas décadas un
aumento de especies de Candida no albicans (Lobaina et al., 2010), ademas se han
reportado diversos tipos de resistencia por parte de éstos microorganismos, especialmente

al grupo de los azoles. (Malbran, 2015)

Entre los hallazgos publicados relacionados con el presente estudio se encuentran
los siguientes: Ferndndez, 2012, desarrollé su tesis de candidiasis oral en pacientes
sometidos a radioterapia por cancer de cabeza y cuello y factores asociados. Determind que
los pacientes que presentan mayor prevalencia de candidiasis son aquellos que estan en
tratamiento radioterapéutico (Ferndndez, 2012), siendo éste uno de los factores
predisponente para desarrollar candidemias, el estudio que realiza Cruz y Piontelli, 2011
menciona ademas que los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (LMA) y pacientes
inmunocomprometidos son muy susceptibles a padecer infecciones causadas por levaduras
(Cruz & Piontelli, 2011). Estas investigaciones demuestran que pacientes en estado de
inmunosupresion son predisponentes a adquirir infecciones flngicas, por lo que es
necesario contar con un protocolo de manejo al paciente para administrar una terapia

farmacoldgica adecuada evitando asi resistencias antifungicas.

En el estudio realizado por Sardi, 2013 menciona que la mortalidad aumenta a

causa de infecciones por especies de Candida no albicans, asi mismo se elevan los casos
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de resistencia a antifingicos convirtiéndose en un problema debido a nimero restringido

de farmacos antifungicos.(Sardi et al., 2013)

De acuerdo a investigaciones relacionadas con el cambio de epidemiologia,
Zomoridian y colaboradores, 2011 indican que existe un nimero elevado de pequefias
mutaciones en las levaduras que se aislaron por pérdida de ADN mitocondrial o0 mutacion
en el ADN gendmico y plantean que ésta puede ser la causa de problemas del tratamiento

antifungico (Zomorodian et al., 2011)

Con dicho antecedente, el estudio realizado por Pappas y colaboradores, 2009
propone una guia de tratamientos para candidiasis local y sisttmica ya que la
epidemiologia de las resistencias ha cambiado enfocandose en la administracién correcta

de equinocandinas y azoles de amplio espectro. (Pappas et al., 2009)

2.2.  Especies del Género Candida

Los hongos son organismos eucariotas que pertenecen al reino Fungi, siendo la
mayor parte de ellos saprofitos (sapros = putrefacto y fyton = planta) es decir, que su
alimento proviene de materia organica en descomposicién o muerta (Buzén et al., 2013).
Se caracterizan por la formacion de hifas, observandose como estructuras filamentosas que

en conjunto forman el micelio. (Guarro, 2012)

Candida es un organismo unicelular perteneciente al Phylum Ascomycotina, dentro
del cual se han identificado 150 especies aproximadamente (Castafion Olivares, 2016), de
las cuales 15 han sido considerados como patdgenos siendo los siguientes los organismos
principales causantes de candidemias: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida dubliniensis, Candida

guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida pelliculosa, Candida lipolytica, Candida
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kefyr, Candida famata, Candida inconspicua, Candida rugosa y Candida norvegensis.

(Yapar, 2014)

Candida albicans es el patdgeno més aislado en infecciones fungicas (Naglik et al.,
2014), considerado como hongo polimorfico, es decir, que se puede presentar en forma
levaduriforme, asi también en forma filamentosa formando pseudohifas o hifas verdaderas
(Figueras et al., 2011); una caracteristica importante que le permite colonizar e invadir

tejidos (Staniszewska et al., 2012).
2.3. Habitat

Las especies de Candida son levaduras cosmopolitas ya que tienen la capacidad de

adaptarse en diferentes medios (Arenas, 2014).

Se encuentran formando parte de la flora normal de piel, tracto gastrointestinal,

flora vaginal y boca (Herwald & Kumamoto, 2014).

En la Figura 1 se observa la distribucion de las especies de Candida varia de
acuerdo a la poblacion de pacientes y caracteristicas de las casas de salud que se estén
estudiando, sin embargo se ha demostrado que Candida parapsilosis es una especie
predominante en América Latina, Europa, Australia, Asia y Africa, mientras que en
Estados Unidos la mayor frecuencia de aislamientos es de Candida glabrata (Marcos,

2013).
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Candida parapsilosis
Candida glabrata
- Candida tropicalis

. Candida dubliniensis

Figura 1 Distribucion mundial de especies de Candida. Fuente: Marcos, C. (2013). Candidemia: la
importancia médica de los cambios en su etiologia y epidemiologia. Retrieved from
http://www.ehu.eus/ehusfera/mikrobios/2013/07/17/candidemia-la-importancia-medica-de-los-cambios-en-
su-etiologia-y-epidemiologia-xxiv-congreso-de-microbiologia-sem-lhospitalet-barcelona-julio-2013/

2.4.  Caracteristicas microbiologicas de Candida

Las condiciones del medio de cultivo para que el crecimiento de las especies del
género Candida sea favorable dependen del pH del medio de cultivo el cual debe ser
alcalino (5-6) y contener altas concentraciones de glucosa, ademas es fundamental la
adicion de antibidticos como cloranfenicol para evitar la contaminacién con bacterias
(Pérez et al., 2011). Crecen a temperaturas de 25- 37 °C en un periodo de 24-36 horas
(Tanaka, 2012) (Jiménez Aguilo, 2015) y se observan macroscépicamente colonias

blancas, lisas y cremosas.

Microscopicamente se observan blastoconidios, clamidosporas, hifas y pseudohifas,
dichas estructuras son de gran importancia para identificar las especies del género
Candida. Candida albicans al ser una levadura pleomorfica (Staniszewska et al., 2012) que

bajo 6ptimas condiciones crece en forma de blastospora (forma unicelular), hifa (miceliar),
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pseudohifal (pseudomicelio), ademas presenta clamidosporas que son esporas de paredes
gruesas, éstas Ultimas ayudan a sobrevivir a Candida albicans en ambientes desfavorables

(Da Silva et al., 2015).

2.5. Caracteristicas metabdlicas

Para las especies de Candida es fundamental la capacidad de adaptacion al medio
para consumir nutrientes del huésped que ayuden a la supervivencia y division celular,
siendo el metabolismo parte importante para su patogenicidad (Han et al., 2012). Su
crecimiento y multiplicacion depende de la asimilacion de hidratos de carbono; una vez
atravesada la barrera primaria Candida utiliza el ciclo del &cido tricarboxilico para invadir

mucosas y mediante gluconeogénesis llegan al torrente sanguineo. (Brown et al., 2014)

2.6.  Caracteristicas genéticas

Candida albicans posee un genoma de 16-Mb haploides distribuidos en 8
cromosomas diploides (Selmecki, Forche, & Berman, 2010), por otro lado el tamafio del
genoma de C. glabrata es de 12,3-Mb posee 13 cromosomas y aproximadamente 493
codones. (Ahmad et al., 2014). EI genoma de C. parapsilosis tiene una longitud de 20.48

Kpb (Inglis et al., 2012).

2.7. Factores de virulencia

Candida spp. presenta algunas caracteristicas que pueden aportar a su

patogenicidad, entre las que se menciona a continuacion:

2.7.1. Capacidad de adhesion a tejidos

Para mantener la relacion de comensal, es importante la adhesion a las células del

hospedador (Murray et al., 2013). Todas las especies del género Candida tienen una
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relacion directa de acuerdo con el nivel de virulencia que presenta, segun lo manifiesta
Murray y colaboradores (Murray et al., 2013) . La adhesion es un proceso que requiere de
fuerzas pasivas como interacciones hidrofobas o fuerzas de Van der Waals lo que permite

el contacto célula-célula (Moyes, Richardson, & Naglik, 2015).

Entre las principales adhesinas se encuentran la secuencia tipo aglutinina (ALS) en
la que constan ocho proteinas (ALS1-7 y ALS9), de las cuales la adhesina ALS3 es de

suma importancia en la expresion de genes de adhesion.(Mayer, Wilson, & Hube, 2013).
2.7.2. Dimorfismo levadura micelio

También denominado morfogénesis, el cambio de levadura a hifa es una de las

caracteristicas importantes para que pueda expresar su patogenicidad (Mayer et al., 2013).

C. albicans tiene la capacidad de cambiar su morfologia de levadura a hifa y
pseudohifa. Su forma de levadura le permite fijarse a las células endoteliales y asi llegar al

torrente sanguineo (Naglik et al., 2014)

Su cambio morfoldgico estd correlacionado a la densidad celular, ya que si es
menor de 10° células/mm habra crecimiento de hifas (De la Calle Rodriguez, Santa Vélez,
& Cardona Castro, 2012), su forma filamentosa depende también de la superficie a la que
se una; si es a celulas del hospedero o superficies abidticas se activaran EFG1, Ras 1,
CPH1 y CYR1 (genes responsables de la filamentacion) bajo una nutricion limitada,
niveles bajos de oxigeno y peptidoglucanos bacterianos presentes en suero humano
ayudaran al desarrollo de hifas. La forma filamentosa ayuda a Candida a eludir a los

fagocitos y evadir los vasos sanguineos. (Shareck, Nantel, & Belhumeur, 2011)
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2.7.3. Hidrofobicidad a la superficie celular

El nivel de glucosilacion de las manoproteinas de la superficie celular de Candida
afecta significativamente en la hidrofobicidad de las células al eliminar fosfolipomanano
(PM) por delecion del gen MNN4 (Hall & Gow, 2013) influyendo asi en la adhesion a
células epiteliales. Los tubos germinales que presenta C. albicans son hidréfobos, por otro

lado, los blastoconidios son hidrofilos. (Murray et al., 2013)

2.7.4. Secrecion de proteinasas

La enzima aspartilproteinasa (SAPs) pertenece al grupo de enzimas degradativas
que bien pueden ser secretadas por algunas especies del género Candida o pueden estar
unidas a la pared celular (Paniagua et al., 2010), su funcion es hidrolizar proteinas
secretadas por el hospedero frente a una infeccién, entre ellas el coldgeno, mucina,
fibronectina, inmunoglobulinas, entre otras; atravesando asi las barreras del tejido
conjuntivo, facilitando la colonizacion en invasion en los tejidos. (De la Calle Rodriguez et

al., 2012)

Asi también, las especies patdgenas del género Candida secretan fosfolipasas las
cuales dafian las membranas de las células en mayor proporcion C albicans, mientras que

especies de Candida no albicans en menor proporcion. (Rossoni et al., 2013)

Todas las especies de Candida presentan los factores de virulencia nombradas
anteriormente a excepcion de Candida glabrata ya que al no poseer hifas ni pseudohifas se
convierte en una especie menos patogena para el organismo, sin embargo en personas

inmunodeprimidas existe una rapida diseminacion (Chakrabarti, 2015).
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2.8.  Dinamica entre Candida y el huésped

Candida es uno de los microorganismos que son capaces de colonizar piel, mucosas
gastrointestinales, aparato respiratorio y genitourinario (Zelante et al., 2013), no obstante,
la presencia de Candida en 6rganos y aparatos mencionados anteriormente implican la
presencia de una infeccion. Para que un organismo colonice o invada mucosas dependera

del estado de respuesta inmune del huésped (Calderone & Cornelius, 2011).

Las proteinas salivares (lactoferrina, mucinas, lactoperoxidasa, lisozimas,
inmunoglobulinas A vy transferrina) actian como mecanismos de defensa para impedir el
crecimiento y la adhesion de Candida en cavidad orofaringea (Oncul, Karakis, &
Dogruman Al, 2015). El papel que desempefia la mucosa de la cavidad oral es importante
en cuanto a la defensa del huésped contra Candida, ademas cuenta con la ayuda de las
ceélulas epiteliales, las cuales en presencia de un aumento de colonias de Candida secretan
IL-8 y factores estimulantes de células granulociticas, mientras que la presencia de
inmunoglobulina E y de linfocitos Th 17 defienden la integridad de la mucosa. (Garcia-

Vidal & Carratala, 2012)

2.9. Candidiasis mucocutanea

Infeccion sintomatica que afecta frecuentemente a ufias, piel y mucosas principalmente
a la cavidad oral y al conducto vaginal (Puel et al., 2012). La candidiasis oral es mas
frecuente de las candidiasis mucocutaneas afectando al 53% de la poblacion general
(Coronado et al., 2013), se presenta en personas de todas las edades siendo mas grave en
edades extremas de la vida. Se observa placas blancas alrededor de la cavidad bucal y
extendida sobre la lengua, esta enfermedad se puede producir por factores como sistema
inmunitario bajo, edades extremas de la vida, prétesis dentales, terapia extensa con

antibioticos, inadecuada higiene oral, entre otras causas (Al Attas & Amro, 2010). Para dar
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un diagnostico se revisa microscopicamente el exudado del paciente, el cual si es positivo

se observan pseudohifas y blastoconidios. (Palacios, Gdmez, & Cardona, 2010)

2.10. Candidiasis cutanea

Enfermedad encontrada principalmente en recién nacidos durante el nacimiento,
debido que el 25% de mujeres embarazadas presentan C. albicans en la flora genital
(Jagtap, Saple, & Dhaliat, 2011), éste tipo de micosis se caracteriza por la presencia de
pustulas, ampollas, exantema, con frecuencia también se observan aftas en la boca del
recién nacido (EI Ahmed et al., 2012). Entre los factores predisponentes se encuentran
exposicion al calor, humedad, maceracion de piel y enfermedades como diabetes y

obesidad. (Palacios et al., 2010).

2.11. Candidiasis del aparato urinario

La infeccidn al aparato genitourinario empieza desde la colonizacion asintomatica
en vejiga hasta la formacion de abscesos renales a causa de la propagacion hematogena
(Murray et al., 2013). Este tipo de candidiasis se observa en con frecuencia en pacientes de
sexo femenino con sonda vesical permanente, hospitalizacion prolongada, antecedentes de
cirugias en aparato urinario, diabetes mellitus, entre otras. (Fisher, Sobel, Kauffman, &

Newman, 2011)

2.12. Candidiasis invasiva

Es un tipo de infeccion en el que las levaduras de Candida se encuentran en el
torrente sanguineo, no se han establecido caracteristicas clinicas que permitan diagnosticar
ésta infeccion, asi mismo no se puede dar un tratamiento antifungico especifico al paciente.

(Consejo de Salubridad General, 2009)
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2.12.1. Factores predisponentes del huésped para desarrollar candidiasis

invasiva

El riesgo de padecer infecciones aumenta en neonatos prematuros y lactantes, ya
que su sistema inmunoldgico y microflora se encuentra poco desarrollado. (Diaz & Garces,

2012)

Los pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos que no son
inmunodeprimidos frecuentemente estdn conectados a sondas vesicales, reciben nutricion
por via parental y se encuentran en tratamiento con antibiéticos de amplio espectro; éstos
son factores que predisponen al paciente a contraer algin tipo de infeccién micoética.

(Figueras et al., 2011)

2.13. Candidiasis diseminada

Es una enfermedad rara, que generalmente se presenta en personas con neutropenia
0 por rechazo agudo a algin drgano trasplantado donde desarrolla candidiasis sistémica
invadiendo todo el cuerpo y aparece en la fase terminal del paciente. (Aguado, Ruiz camps,

etal., 2011)

2.14. Endocarditis

Presente en mayor frecuencia en pacientes inmunocomprometidos con valvulas
protésicas, catéteres parentales, pacientes con historial de cirugia abdominal, uso de

antibidticos de amplio espectro o antecedente de cirugia abdominal. (Romero et al., 2013)

2.15. Métodos diagndsticos

Las diferentes especies del género Candida se pueden identificar usando métodos

sencillos o complejos, las técnicas mas utilizadas son:
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2.15.1. Estudios morfoldgicos

= Examinacion microscopica directa: se realiza con una solucién de hidroxido de
potasio de 5-20 %, asimila relativamente proteinas, lipidos y otros componentes que se

encuentran en los remanentes de células. (Schachner & Hansen, 2011)

La tincion con azul de lactofenol es (til para contrastar estructuras fungicas, asi
también para observar de mejor manera la morfologia, entre ellas la presencia de

blastosporas, pseudohifas, hifas. (Murray et al., 2013)

» Produccion de tubo germinal: reportado por primera vez en 1956 por Reynold &
Braude; es una prueba micolégica para la presuntiva identificacion de C. albicans y C.
dubliniensis, su principio se basa en la formacién de tubo germinal al incubar una
muestra de la cepa en un pool de suero a 37 °C por dos horas (Deorukhkar, Saini, &
Jadhav, 2012). No son septados y son cortos, solo del 95-97% de especies de C.

albicans producen tubo germinal. (Dhurba, 2015)

El suero humano aporta un medio rico en nutrientes, vitaminas, hidratos de
carbono, factores de crecimiento y aminoacidos (Gil-Loyzaga, 2011), apto para el
desarrollo de la extension filamentosa propia de Candida albicans de manera rapida.

(Duarte, Marquez, Araujo, & Peérez, 2009)

2.15.2. Medios de Cultivo

= Agar Mycosel: es un medio altamente selectivo contiene antibidticos como
cicloheximida y cloranfenicol para inhibir el crecimiento bacteriano, es muy util para el

aislamiento de hongos de muestras con flora mixta (Montufar-Andrade et al., 2015).
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Agar Sabouraud: es un medio util para el cultivo de dermatofitos, hongos patdgenos y
no patogenos, contiene un pH acido de 5,6 ideal para el crecimiento de hongos e
impedir el crecimiento de bacterias. Contiene caseina y tejido animal digeridos

suplementados con glucosa. (Murray et al., 2013)

Agar Harina de Maiz — Tween 80: util para observacion de micromorfologia de
especies de Candida (Alfonso et al., 2010). Es un medio de cultivo recomendado para
observacion de clamidosporas, caracteristica propia de C. albicans, la adicion de tween

80 estimula una produccion mas rapida de clamidosporas. (Himedia, 2015)

CHROMagar® Candida Medium: es un medio selectivo de aislamiento e
identificacion de especies de Candida, que se reconocen por el color que obtienen al
crecer en el medio (Ayats et al.,, 2011), se ha comprobado que la sensibilidad y
especificidad de los medios cromogénicos, especialmente de CHROMagar® es del
99%, este medio es selectivo y utiliza sustratos cromogenos como X-NAG (5-bromo-4-
cloro-3-indol-N-acetil BD-glucosaminidasa) la cual detecta la enzima hexosaminidasa
que se encuentra en la estructura de C. tropicalis y C. albicans / C. dubliniensis y el
cromdgeno BCIP (5-bromo-6-cloro-3-indolfosfatasa alcalina) presente en C. krusei

(Alfonso et al., 2010)

2.15.3. Estudio bioquimico

Auxonograma: se basa en la asimilacion de azlcares (glucosa, xilosa, adonitol,
galactosa, inositol, sorbitol, celobiosa, lactosa, maltosa, trehalosa, rafinosa y acido
lactico) como Unica fuente de carbono, ademas de la asimilacion de nitrato de potasio

como Unica fuente de nitrdgeno. (Gusiniano, 2009) (Lobaina et al., 2010)
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= Zimograma: es un medio liquido al que se le afiade diferentes azucares (glucosa,
maltosa, trehalosa, galactosa, lactosa, xilosa) ademas de un indicador de color, el
mismo que si cambia y se observa la presencia de burbujas en la campana de Durham
debido a la degradacion anaerdbica, la fermentacion de azlcares es positivo (Antonio,

2012)

2.15.4. Pruebas rapidas de identificacion

Dentro de éste grupo se encuentra el APl 32C, es un conjunto de pruebas
bioquimicas que permite determinar la capacidad de Candida para asimilar carbohidratos.
Es considerado como prueba gold standard de identificacion ya que cuenta con una amplia
gama de pruebas de asimilacién de carbohidratos evitando asi el uso del microscopio.

(Estrada Barraza et al., 2011)

2.15.5. Métodos automatizados

Existe una variedad de métodos automatizados que ofrecen rapidez en cuanto a
resultados, entre ellos se encuentran Rapid Yeast Identification Panel MicroScan, Sistema
Vitek, pero su costo es elevado por lo que no todos los laboratorios pueden acceder a su uso
(Lobaina et al., 2010).Por otro lado, los métodos automatizados utilizan ensayos de
asimilaciéon de carbohidratos ademas de otras reacciones bioquimicas estandarizadas, el
mismo que da un resultado a partir de las 24 a 48 horas comparado con otros métodos

(Guillarte, Pardi, & Perrone, 2011).

2.15.6. Métodos inmunoldgicos

Deteccion de antigenos y anticuerpos: no existe una prueba aceptada para realizar
la prueba de antigenos, siendo la mas sensible la deteccion del manano que es un antigeno

polisacarido que se realiza mediante la técnica de ELISA detectando anticuerpos anti-
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manano en suero o plasma (BioRad, 2009). Tiene un valor predictivo negativo del 95%,
ademas se conoce que la identificacion de anticuerpos anti-manano conduce a un riesgo
mayor de padecer candidiasis invasiva en pacientes neutropénicos; en la poblacion sana y
colonizada tienen un elevado porcentaje de anticuerpos anti-manano por lo que se han
investigado otros mas especificos, para la fase micelial (anti-micelio) y contra antigenos

citoplasmaticos (Ayats et al., 2011).

2.15.7. Biologia molecular

Es un método muy sensible y especifico ya que identifica especies de Candida que
no pueden observase en el cultivo, los resultados se analizan evaluando el tamafio
correspondiente a las pares de las bases de cada una de las bandas comparando de ésta
manera las bandas obtenidas en la amplificacion del ADN de las cepas control. (Estrada et

al., 2011)

2.16. Antifangicos utilizados para tratamiento de candidemias

2.16.1. Azoles

Este grupo de farmacos antifangicos fue el primero en aparecer en el mercado
siendo muy cotizado por su amplio espectro de accién y efectos secundarios limitados,
sobre todo era muy bien tolerado por los pacientes a quienes se les administraba. (Cuenca-

Estrella, 2010)

En cuanto a su mecanismo de accion, actdan inhibiendo la enzima dependiente del
citocromo P450 (Diaz & Garcés, 2012), el mismo que es codificado por ERG11 (ergosterol
11, componente de la membrana celular de Candida) y juega un papel fundamental en la
140 desmetilacion del lanosterol, siendo éste un paso fundamental en la biosintesis del

ergosterol (MacCallum et al., 2010), al interrumpir éste proceso metabdlico se acumulan
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metil esteroles (precursores toxicos) que alteran tanto en su estructura como funcion de la
membrana celular inhibiendo el crecimiento, reproduccién y morfotipo (Diaz & Garces,
2012).

Dentro del grupo de los azoles se encuentran los imidazoles, los cuales poseen dos
atomos de nitrogeno en el anillo azol (ketoconazol, miconazol, clotrimazol y econazol) y el
grupo de los triazoles, aquellos que poseen 3 atomos de nitrogeno en el anillo azol

(fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol) (Cardona Castro & Rivas, 2009)

2.16.2. Polienos

Son moléculas organicas conocidas como macrdlidos, dentro de éste grupo se
encuentra la Anfotericina B la cual es considerada como gold standard en el tratamiento
antifungico (Botero, Herrera Puentes, & Cortés, 2014). Por su amplio espectro de accién
era el Unico usado ante una infeccion fangica profunda hasta el ai01990 (Cuenca-Estrella,
2010).

Mecanismo de accion: la anfotericina B se une al ergosterol de la membrana
fangica lo que provoca la formacion de poros en la membrana plasmatica y finalmente la
muerte celular (Vincent, Lancaster, Scherz Shouval, Whitesell, & Lindquist, 2013),
ademas la unidn al colesterol puede ser la causa principal de provocar toxicidad en las

células humanas. (Wilcock, Endo, Uno, & Burke, 2013)

Figura 2 Estructura quimica de Anfotericina B. Fuente: Kathiravan, M. K., Salake, A. B., Chothe, A. S,
Dudhe, P. B., Watode, R. P., Mukta, M. S., & Gadhwe, S. (2012). The biology and chemistry of antifungal
agents: A review. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 20(19), 5678-5698.
http://doi.org/10.1016/j.bmc.2012.04.045
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2.16.3. Equinocandinas

Son lipopéptidos semi sintéticos modificados, en su estructura quimica presenta
dihidroxi-ornitina, dihidroxi-homotirosina, 4-hidroxi-prolina y 3-hidroxi-4-metilprolina
(Cortés & Russi, 2011). Dentro de este grupo se encuentran caspofungina, micafungina y
anidulafungina.

Su mecanismo de accion consiste en inhibir la sintasa 1,3-B-D-glucano con el
objetivo de impedir la biosintesis de dicha enzima que es un componente esencial en la

pared celular de Candida (Pfaller, 2012)
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Figura 3 Estructura quimica de las equinocandinas. Fuente: Kofla, G., & Ruhnke, M. (2011).
Pharmacology and metabolism of anidulafungin, caspofungin and micafungin in the treatment of invasive
candidosis: review of the literature. European Journal of Medical Research, 16(4), 159-66. Retrieved from
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/21486730

2.17. Mecanismos de resistencia a antifungicos

Debido a los nuevos farmacos antifungicos y al cambio de epidemiologia de
candidemias se han registrado un elevado nimero de resistencias por especies de Candida.
(Cortés & Russi, 2011). Los mecanismos de resistencia dependen de las caracteristicas

propias de las especies de Candida ya sean intrinsecas o extrinsecas.

La resistencia microbiologica depende de mecanismos innatos en el que todas las
cepas son resistentes (C. krusei es intrinsecamente resistente a los azoles); primarios,

donde la resistencia se presenta antes de la exposicion con el farmaco antifingico y estan
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estrechamente relacionados con las caracteristicas intrinsecas de cada especie. (Caldas et
al., 2013), por otro lado, los mecanismos de resistencia secundarios el cual se muestra

después de haber tenido contacto con el antifingico (Caldas et al., 2013)

2.18. Resistencia a Azoles

La resistencia en éstas especies se debe principalmente a varios mecanismos: la
susceptibilidad reducida o resistencia que se genera mediante bombas de eflujo las cuales
son codificadas por genes como MDR o CDR (Romero-Luévano et al., 2014) y tienden a
disminuir la concentracion de farmaco antifungico (Pfaller, 2012); mutaciones en el gen
codificador de la enzima blanco (ERG11) lo que implica la unién imposible con los azoles
(Romero-Luévano et al., 2014), ante la presencia de bombas de eflujo y mutaciones de
ergosterol-11, la resistencia a Fluconazol y Voriconazol es mayor generando una capacidad

casi nula para unirse a los azoles (Pfaller, 2012).

2.19. Resistencia a equinocandinas

Entre los mecanismos utilizados por los microorganismos para generar resistencia
se encuentra la respuesta al estrés adaptativo en el cual aumentan los niveles de quitina en
la membrana celular con presencia de crecimiento a elevadas concentraciones, mutaciones
adquiridas en los genes de Fskl y Fsk2 como causantes de resistencia en C. glabrata,
ademas de mutaciones intrinsecas en el gen FKS, las mismas que se asocian a C.

parapsilosis y C. guilliermondii. (Beyda, Lewis, & Garey, 2012)

2.20. Resistencia a Polienos

La resistencia a polienos es casi nula, pero se debe a mutaciones en el gen
ergosterol 3 en que se evidencia disminucion en el numero de esteroles perdiendo de ésta

manera la afinidad por el antifungico. (Araujo da Costa & Barbosa Santiago, 2015)
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MARCO CONCEPTUAL

Antifungigrama: es una amplia gama de tratamientos o medicamentos los cuales acttan

sobre el microorganismo al que se expone. (Castillo Blancarte, 2013)

Causas endocrinas: relacionado con enfermedades producidas por alteraciones del
sistema enddcrino, debido a desequilibrios hormonales, desembocando en enfermedades

comunes como diabetes o raras como acromegalia. (Carrillo & Torres, 2013)

CHROMagar®: es un medio de aislamiento selectivo que se utiliza para el aislamiento e
identificacién para C. albicans, C. tropicalis y C. Krusei las cuales producen una
coloracion diferente en el medio debido a los sustratos cromdgenos que presenta; ademas

puede identificar otra clase de hongos filamentosos. (Sumitra & Maheshwari, 2014)

Concentracion minima inhibitoria: concentracion minima de antifungico capaz de

detener el crecimiento in vitro de ciertos microorganismos. (Quintana, 2013)

Factores predisponentes: sistema inmunitario débil lo cual proporciona un ambiente
adecuado para el crecimiento y propagacion del hongo. En este grupo se incluye la edad,

asi como factores de riesgo metabdlicos y fisiologicos. (OMS, 2015)

Levadura: organismo unicelular perteneciente a la familia de blastomicetos. (Nieto, 2011)

Patogenia: mecanismos que ocupa el microorganismo para originar una enfermedad.

(Ruiz, 2011)

Resistencia antifungica: capacidad de los microorganismos para adaptarse a diferentes

medios y crecer en presencia de farmacos antifungicos. (Malbran, 2015)

Sensibilidad antifungica: inhibicion del crecimiento de un microorganismo por accion de

un farmaco. (Quintana, 2013)
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Sensible dependiente de la dosis: la sensibilidad es dependiente de la concentracién del

antimicrobiano (Malbrén, 2013).
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo de estudio

El trabajo consistié en una investigacion de tipo observacional porque no va a
existir intervencion de ningan tipo, descriptivo para conocer caracteristicas de las distintas
cepas y solo se mide las variables; longitudinal ya que se va a identificar y analizar las
especies del género Candida del cepario perteneciente al Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica en diferentes periodos de tiempo durante enero 2007 a abril
2016 y por ultimo se clasifica como un estudio mixto o ambispectivo ya que se toman

datos del pasado iniciandose el estudio en el presente.

3.2. Poblacion de estudio y muestra

Se trabajé con todas las muestras del cepario de especies del género Candida del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica durante el periodo enero 2007 a abril

2016. Las cepas se eligieron tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

3.3. Criterios de inclusion

» Cepas identificadas como Candida spp. del cepario del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica.

» Cepas con informacién completa en cuadernos de registro.
3.4. Criterios de exclusion
» Cepas con datos incompletos en el cuaderno de registro.

> Ausencia de crecimiento en el medio de cultivo.
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3.5. Tamaio de la muestra

No existe calculo de muestra ya que se trabajo con todas las cepas, es decir con el

universo de la poblacion.

3.6. MATERIALESY REACTIVOS

Materiales

Cultivo e identificacion fenotipica de Candida

» Agar Sabouraud con cloranfenicol: Acumedia; lote 106458B
» Agar Harina de Maiz:

» CHROMagar®

Conservacion de cepas de Candida

» Brain Heart Infusion Agar: Oxoid; lote 1567304

> Glicerol

Resistencia antifingica

> Kit Sensititre Yeastone broth: Thermo Scientific ; lote 658192

» Kit Sensititre Yeastone format: Thermo Scientific; lote B5164

Materiales complementarios de laboratorio

Mechero bunsen
Cajas petri plasticas
Cajas petri de vidrio

Asas

vV VYV VvV VvV V

Tubos conicos plasticos de 1,5 mL
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Portaobjetos
Cubreobjetos
Pinzas

Pipeta 20-200 pL

YV VYV VvV V V

Puntas desechables
Reactivos

» Tween 80
» Agua destilada
» Agua estéril

> Suero Humano
Equipos

» Microscopio éptico
» Incubadora 35 °C
» Incubadora 27 °C
» Refrigerador -70 °C
» Vortex

>

Medidor de Turbidez
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3.7. PROCEDIMIENTO

3.7.1. FASEI

3.7.1.1. Cepas de Candida spp

Para la realizacion del proyecto de investigacion se seleccion6 100 cepas de
Candida obtenidas de muestras clinicas teniendo en cuenta los criterios de inclusion y
exclusion las mismas que se procesaron en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud

Publica (INSPI) Quito, de diferentes ciudades del pais de enero de 2007 a abril 2016.

3.7.2. FASE II

3.7.2.1. Replicacion de cepas de Candida en Agar Sabouraud

= Se tomo la muestra con un asa estéril de las cepas conservadas en crioviales con
BHI + 20% de glicerol y se procedio a sembrar en Agar Sabouraud.

= Seguidamente se incubaron en una incubadora a 27 °C por 48 horas.

= Se aislaron las colonias de Candida y se transfirieron a un tubo cénico plastico de
1,5 mL con caldo de BHI + glicerol al 20%, por consiguiente, se preservaron en la

congeladora a -70°C.
3.7.2.2. Conservacion de muestras

Las cepas obtenidas a las 48 horas se conservaron en BHI + Glicerol al 20%, y

posteriormente fueron guardadas en el congelador a -70 °C. ANEXO |
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3.7.3. FASE Il

3.7.3.1. Identificacion fenotipica de las especies del género Candida

»=  Tubo germinal

Para la identificar la presencia de tubo germinal, se utilizd suero humano normal a
37 °C, observandose la extension de la levadura sin estrechamiento. ANEXO |1

(Aryal, 2015)

= Morfologia en Agar Harina de Maiz

La siembra en agar harina de maiz se realiza mediante la técnica de Dalmau
evidenciando en la observacion microscopica: hifas, blastoconidias y clamidosporas

(Kurtzman, Fel, & Boekthout, 2011) . ANEXO IlI

B ; - by : 2905 ‘;‘:'-

Figura 4. Presencia de clamidosporas en Candida albicans y estructura morfolégica. A) clamidosporas;
B) levaduras; C) blastospora; D) pseudohifa
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

= CHROMagar®

Con un asa estéril se tomo una pequefia cantidad de muestra de una colonia aislada

en Agar Sabouraud y se inoculé mediante el método de siembra en estria.
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Candida albicans dan un color verde claro a mediano, Candida krusei varia en un
color rosado claro a rosa con un borde blancuzco, Candida tropicalis las colonias se tornan
de un color gris azulado, Otras especies de Candida generan un color que varia entre

marron claro y marrén oscuro. Casa Comercial BD. ANEXO 1V

Figura 5. Especies de Candida en CHROMagar®. A) Candida glabrata B) Candida albicans C)
Candida guilliermondii D) Candida tropicalis.
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

3.7.3.2. ldentificacion bioquimica

Prueba de asimilacion y fermentacién de azlcares

Se tomaron colonias a partir del agar Sabouraud, y se diluyé en agua estéril hasta
llegar al 0,5 de la escala McFarland. Seguidamente, se tomo la suspension con un asa
redonda y se inocul6 en los tubos que contenian previamente los hidratos de carbono

(glucosa, lactosa, galactosa, maltosa y xilosa) y el indicador; se incubaron a 32°C, asi
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mismo se realiz6 la lectura a las 48 horas. El viraje de color del medio fue interpretado
como positivo en el caso de asimilacion de azlcares o auxonograma, mientras que la
presencia de burbujas en la campana de Durham eran sugestivas de fermentacion del

medio debido a la degradacion anaerobia. ANEXO V

3.74. FASE IV

3.7.4.1. Prueba de resistencia antifingica

Se eligié 20 cepas de muestras invasivas para determinar la susceptibilidad a los
diferentes antifungicos (anidulafungina, anfotericina B, micafungina, caspofungina, 5-
flucitosina, posaconazol, itraconazol, voriconazol y fluconazol), debido a que la tasa de
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos que ademas presentan factores de riesgo es

mas alta en comparacion con pacientes que presentan colonizacion por Candida spp.

El perfil de resistencia se realiz6 mediante microdilucion colorimétrica, los pocillos
contienen azul de alamar el cual es el indicador de cambio en el pH del medio, indicando
de ésta manera la concentracion minima inhibitoria que presenta la cepa analizada, asi
mismo con la tabla de interpretacion de resultados provista por la casa comercial se
identifico la posicion del antifangico y la concentracion en la que se observd el primer

cambio de color. ANEXO VI

3.75. FASEV

3.7.5.1. Control de Calidad

El control de calidad se realizdé con la cepa Candida albicans ATCC 10231 en
Sabouraud observandose las caracteristicas macroscopicas propias de la cepa; prueba de

tubo germinal en suero humano comprobando la formacién de la extension filamentosa de
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la levadura y por altimo en CHROMagar® identificando la validez del medio al observar

el color verde caracteristico de Candida albicans. ANEXO IX

El control de calidad del microcultivo se realizd mediante la comparacion de las
estructuras observadas microscopicamente con la Micologia Médica llustrada de Arenas,

2014 e imégenes obtenidas de medios electronicos.

3.7.5.2. Recoleccion y analisis de datos

Una vez obtenidos los resultados, se realizd la tabulacion de los mismos en el
programa informatico excel en el cual se calcul6 la frecuencia representada en porcentaje
de acuerdo al n de los datos. Los resultados se presentaran en tablas indicando el n y la

frecuencia de cada variable.

39



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Poblacion de estudio

Se analizaron 100 cepas de Candida conservadas en BHI + Glicerol al 20%
procesadas en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) de enero
2007 a abril 2016. Las muestras analizadas procedian de pacientes con infecciones

fangicas locales y sistémicas.

Se estudiaron 45 pacientes del sexo femenino representando el 45% y 55 del sexo
masculino constituyendo el 55%, del mismo modo, el estudio abarc6 cepas pertenecientes
a pacientes menores a un afio hasta los 85 afios de edad provenientes de diferentes casas de

salud del pais.

Tabla 1 Epidemiologia de cepas de Candida obtenidas de casas de Salud del pais, 2007-2016.
La tabla que se muestra a continuacion describe las caracteristicas generales de la poblacion
estudiada de acuerdo al sexo, edad, casas de salud y frecuencia de muestras donde fueron aisladas

las cepas de Candida.

SEXO EDAD CASAS DE SALUD TIPO DE MUESTRAS

INFECTADAS

n° % n° % Lugar de n° o % Z":g’:srof n° o %
procedencia Iafio

F 45 45 <1 26 26 HOSP.1/Quito 53 53  2013(34) L. Bronquial 29 29

M 55 55 1-19 31 31 HOSP. 2/ Quito 32 32 2008(23) Orina 22 22

20-50 25 25 HOSP. 3/ Quito 1 1 2008(1) Sangre 13 13

>50 18 18 HOSP. 4/ Quito 2 2 2010(2) S. Vaginal 9 9

CP 5/ Quito 1 1 2010(1) Esputo 9 9

CS 6/ Quito 1 1 2012(1)  Onicomicosis 4 4

CS 7/ Archidona 1 1 2010(1) LCR 2 2
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Continuacion de la tabla.

TIPO DE MUESTRAS

SEXO EDAD CASAS DE SALUD INFECTADAS
n° % n° % Lugar de . % Z’fcy;rof n° %
procedencia Iafio
SCS 8/ Tena 1 1 2008(1) A. Gastrico 2 2
OTROS 8 8 2008(4) Catéter 2 2
2010(4) E. glande 1 1
Ingle 1 1
Cepa 1 1
Palmademano 1 1
Sonda vesical 1 1
S. Endotraqueal 1 1
S. Faringea 1 1
S. Herida 1 1

*HOSP: Hospital; CP: Clinica Particular; CS: Centro de Salud; *LCR: Liquido Cefalorraquideo

ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

4.2. ldentificacion fenotipica de especies de Candida

Para la identificacion de tubos germinales en suero humano, una vez incubada la

muestra a 37 °C se tomd el tiempo y al cabo de 2 horas se procedio a leer resultados.

A

B

Figura 6 Formacion de tubo germinal. A) Tubo germinal positivo B) Tubo germinal negativo

ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016
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Tabla 2 Caracteristicas fenotipicas de las especies de Candida.- En la tabla se indica el nombre del microorganismo, el nimero de cepas estudiadas, porcentaje de cepas que
crecieron a 27 °C, asi mismo tubo germinal, produccién de clamidosporas, presencia de hifas/pseudohifas, color y aspecto en CHROMagar®, ademas la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos que presenta el medio cromogénico ante la identificacion de Candida albicans y tropicalis.

CRECIMIENTO TUBO PRODUCCION DE PRESENCIA DE COLOR Y ASPECTO
CLAMIDOSPORAS HIFAS/PSEUDOHIFAS
MlCROORGANlSMO 27 oC GERM'NAL EN CHROMagar@ No
N e (%) n° (%) n° (%) n° (%) s E VPP VPN
C. albicans 60 60 (100,0) 60 (100,0) 60 (100,0) 60 (100,0) Verde cremosa 57 95% 85%  90% 91%

Azul cremosa /

0, 0, 0, 0,
C. tropicalis 26 26 (100,0) o o 26 (100,0) gris azulado ! 26,9% 97%  77% 9%
C. guilliermondii 4 4 (100,0) Marrén
g , _ — 4 (100,0) claro/oscuro
L Marrén
C. glabrata 7 7 (100,0) _ _ claro/oscuro

C. parapsilosis 1 1 (100,0) — 1(1000) Marrdn

claro/oscuro

C. lusitaniae 1 1(100,0) 1(100,0)
Marrén claro/oscuro

*S: Sensibilidad; E: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN Valor predictivo negativo
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016
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Tabla 3 Morfologia de las especies de Candida en Agar Harina de Maiz con Tween 80.- La tabla muestra
las caracteristicas morfoldgicas de cada especie, evidenciando con fotografias.

Microorganismo Caracteristicas micro-
morfoldgicas

Fotografias

Presencia de pseudohifas

Clamidosporas en el extremo

. albican . .
C. albicans terminal de la pseudohifa
Blastoconidios
- Blastoconidios distribuidos en la
C. tropicalis

pseudohifa

Pseudohifas cortas

C. guilliermondii Blastoconidios distribuidos a manera

de racimo
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Unicamente posee blastoconidios

C. glabrata frecuentemente agrupados

No presenta pseudohifas

Presencia de blastoconidios a lo

C. parapsilosis largo de la pseudohifa

Presenta micelio de células grandes.

Pseudohifa curvada
C. lusitaniae Presenta blastoconidios alargados en
series cortas

ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

Los resultados obtenidos del total de las cepas analizadas se encuentran detallados

en el ANEXO X, ademas los resultados en CHROMagar® se muestran en el ANEXO XI
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Tabla 4 Resultados de pruebas bioquimicas realizadas a cepas invasivas. - En la tabla se exhibe los
resultados de pruebas bioquimicas; asimilacion de carbohidratos (auxonograma) y fermentacion de azlcares
(zimograma) ante glucosa lactosa, maltosa, galactosa y sacarosa

AUXONOGRAMA ZIMOGRAMA
5 g T & § = e ®© & 8
Nefjo 4= =20 § &6 O 4 = 8§ &
C. albicans 4 + - + + + + - + +/-
C. tropicalis 10 + - + + - + +
C. guilliermondii 3 + - + - - +
C. glabrata 1 + - - - - + - - - -
C. parapsilosis 1 + - + + + V - + \V/ -
C. lusitaniae 1 + \Y + \Y + + \V - V -

*V: variable, +: positivo; -: negativo
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

5.1. Perfil de resistencia de cepas de Candida CLSI - EUCAST

Tabla 5 Susceptibilidad a los azoles de primera y segunda generacion de acuerdo a puntos de corte
establecidos en CLSI, 2008. La tabla indica la interpretacion de susceptibilidad por concentracion minima
inhibitoria ante Fluconazol, Itraconazol y Voriconazol.

Fluconazol Itraconazol Voriconazol
Especie
S R S S.D.D R S S.D.D R
C. albicans 4 (100%) _ 4 (100%) _ 4 (100%)
C. tropicalis 10 (100%) _ 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%)
C. guilliermondii 3(100%) _ 3(100%) _ 3 (100%) _
C. glabrata - 1 (100%) _ 1 (100%) _ 1(100%)
C. parapsilosis 1 (100%) _ 1 (100%) o 1 (100%) _
C. lusitaniae 1 (100%) _ 1 (100%) o 1 (100%) .
TOTAL 19 1 17 2 1 19 1

S (Sensible) R (Resistente) S.D.D (Sensible dosis dependiente)
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016
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Tabla 6 Susceptibilidad a los azoles de primera y segunda generacién de acuerdo a puntos de corte
establecidos en EUCAST, 2015. La tabla refiere la interpretacion de concentracién minima inhibitoria de
puntos de corte instituidos en EUCAST, 2015 ante Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol y Posaconazol.

Fluconazol Itraconazol Voriconazol Posaconazol
Especie
S R S R S R S R
C. albicans 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%) — 4(100%) —
C. tropicalis 10 (100%) 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%) — 10 (100%) —
C. guilliermondii IE IE IE IE IE IE IE IE
C. glabrata . 1 (100%) IE IE IE IE IE IE
C. parapsilosis 1(100%) | 1 (100%) 1(100%) — 1(100%) —
C. lusitaniae _ _ _ . _ — . —
TOTAL 14 2 13 2 15 15

S (Sensible) R (Resistente) / 1E: No hay pruebas suficientes de que la especie en cuestion es un buen objetivo para
la terapia con el farmaco.
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

Tabla 7 Susceptibilidad a las equinocandinas de acuerdo a puntos de corte establecidos por CLSI,
2008. En la tabla se muestra el perfil de resistencia que muestran las especies de Candida ante
Anidulafungina, Caspofungina y Micafungina.

Anidulafungina Caspofungina Micafungina
Especie

S R S R S N.S R
C. albicans 4 (100%) _ 4 (100%) 4 (100%) .
C. tropicalis 10 (100%) _ 10 (100%) _ 9 (90%) 1(10%) _
C. guilliermondii 3 (100%) _ 3 (100%) _ 3(100%) _
C. glabrata 1 (100%) _ 1 (100%) _ 1(100%) _
C. parapsilosis 1 (100%) _ 1 (100%) _ 1 (100%) _ .
C. lusitaniae 1 (100%) _ 1 (100%) - 1 (100%) .

TOTAL 20 20 19 1

S (Sensible) R (Resistente) N.S (No sensible)
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016
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Tabla 8 Susceptibilidad a las equinocandinas de acuerdo a puntos de corte establecidos por EUCAST,
2015. La tabla indica la resistencia que presentan las especies de Candida a Anidulafungina, Micafungina y
Anfotericina B, de acuerdo a puntos de corte establecidos en EUCAST, 2015

Anidulafungina Micafungina Anfotericina B
Especie

S R S R S R
C. albicans 4 (100%) _ 4 (100%) _ 4 (100%) _
C. tropicalis 3 (30%) 7(70%) IE _ 10 (100%) _
C. guilliermondii IE IE IE IE IE IE
C. glabrata 1 (100%) _ 1 (100%) _ 1(100%) _
C. parapsilosis 1 (100%) _ * _ 1 (100%) _
C. lusitaniae * * * * * *

TOTAL 9 7 5 16

S (Sensible) R (Resistente) / * punto de corte no establecido / IE: No hay pruebas suficientes de que la especie en
cuestién es un buen objetivo para la terapia con el farmaco.
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

47



DISCUSION

Las especies de Candida se presentan en el ser humano como parte de la flora
microbiolégica normal (Herwald & Kumamoto, 2014), sin embargo en condiciones de
inmunosupresion puede llegar a colonizar mucosas e invadir el torrente sanguineo

convirtiéndose de levadura comensal en patdgena.

El presente trabajo muestra pruebas para identificacion fenotipica y de
susceptibilidad antifingica. Para lo cual se analizaron 100 cepas provenientes de diferentes

muestras, teniendo la mayor prevalencia de casos en muestras de lavado bronquial.

Las pruebas convencionales para identificacion de especies son fundamentales en el
laboratorio, ademas de ser accesibles y rapidos en cuanto a resultados. Tanto el Agar
Sabouraud y Agar Harina de Maiz ayudan a la identificacion macroscopica como
microscopica de las especies de Candida resultando muy utiles para identificar sus
estructuras y determinar la especie, de la misma manera el estudio realizado por Golia y
colaboradores indica que el uso de Agar Harina de Maiz ayuda a determinar las especies
albicans de las no albicans de manera muy facil ayudando en el diagndstico presuntivo de

las especies de Candida en el laboratorio (Golia et al., 2013).

El cultivo en CHROMagar® a pesar de ser un método préactico y sencillo para la
identificacién de especies, no es util en la practica clinica, ya que de las 15 especies
causantes de candidemia solo es capaz de identificar 4. En éste estudio se obtuvo una alta
sensibilidad para identificar especies de Candida albicans (95%), mientras que la
sensibilidad fue baja para la identificacion de especie de Candida tropicalis con un 26%,
sin embargo su especificidad fue de 97% en el analisis de las muestras, éstos valores se

relacionan a los obtenidos por (Alfonso et al., 2010) donde obtuvieron una sensibilidad
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para Candida albicans de 98,1%, mientras que se demostrd una gran diferencia con el
valor de sensibilidad de Candida tropicalis ya que fue de 67,6%; por otro lado también se
compar6 con datos de sensibilidad y especificidad obtenidos en el estudio de Sumitra y
Maheshwari en el cual la sensibilidad para detectar especies de Candida mediante agar
cromado fue del 100% y una especificidad del 96%, de la misma manera, para Candida
tropicalis se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%. (Sumitra & Maheshwari,

2014)

En el andlisis de los resultados expuestos anteriormente se obtuvieron ademas
valores predictivos que evaltan la prueba diagndstica en una poblacién determinada; para
Candida albicans el valor predictivo positivo fue del 90%, es asi que éste medio dara el
color verde caracteristico en el 90% de cepas de Candida albicans, mientras que para
Candida tropicalis fue menor, 77%, es decir, que en el 77% de cepas de Candida tropicalis
la colonia se tornara de color gris-azulada. Para lo cual podemos decir que Candida
tropicalis presentan una diferencia significativa en cuanto a sensibilidad demostrando en el
presente estudio que el agar cromogénico para Candida es Util solo para diferenciar cepas
de Candida albicans de las no-albicans, resultados que concuerdan con el estudio
realizado por Estrada-Barraza 2011, donde confirma falsos resultados al identificar

Candida tropicalis al utilizar el medio cromogénico. (Estrada Barraza et al., 2011)

De las muestras obtenidas el 53% de aislamientos provienen de un hospital
pediatrico, demostrandose asi un factor de riesgo importante como lo menciona Santolaya
y colaboradores, afirmando que los neonatos nacidos prematuramente no cuentan con un
sistema inmunologico maduro, por ésta razon el personal médico debe intervenir al infante
a tratamientos agresivos como la exposicion a Anfotericina B deoxicolato ya que presenta

efectos nefrotoxicos (Santolaya et al., 2013), aumentando los factores de riesgo como uso

49



de catéter venoso central, nutricion parenteral, uso de medicamentos de amplio espectro,

entre otros, volviéndose atin mas vulnerable (Nucci et al., 2013).

En el Ecuador durante el afio 2013, se refleja una mayor cantidad de aislamientos
de cepas de Candida, las mismas que se aislaron con mayor frecuencia en muestras de
orina. Estos resultados se corroboran con el estudio de lzquierdo 2014, en el que se
menciona que es comun aislar especies de Candida en muestras de orina mediante puncion
supraptbica (lzquierdo et al., 2014). En cuanto a su importancia clinica, Heras y
colaboradores 2015, mencionan que ante un aislado de Candida en muestras de orina, es
fundamental determinar si procede de una colonizacién o infeccién, tomando en cuenta la
sintomatologia del paciente y el nimero significativo de colonias que se presente en el
medio de cultivo, seguidamente del proceso de identificacion de la especie. (Heras Cafias

etal., 2015)

Estudios realizados por Diaz y Garcés 2012, mencionan que los pacientes
pediatricos eliminan el Fluconazol de forma mas rapida que los adultos, disminuyendo la
vida media del medicamento y obligado al médico a aumentar las dosis, es asi que existen
dos cepas de Candida tropicalis con un MIC de 0,25 pg/mL, y una cepa de Candida
glabrata con un MIC de 2 pg/mL susceptibles a dosis dependiente a Itraconazol y
Voriconazol correspondientemente, a las que se debe tratar con medicamentos con
concentraciones mas altas para tener el efecto esperado (Diaz & Garcés, 2012). Resultados
similares se reportaron en el estudio realizado por Ortigoza y Arroyo 2014, donde el 64,1%
de cepas de Candida tropicalis fueron sensibles a dosis dependiente a Itraconazol y el
4,8% de Candida glabrata también fueron sensibles a dosis dependiente con Voriconazol
(Ortigoza-Medrano & Arroyo-Espinosa, 2014), estos datos también se corroboran con la

investigacion realizada por Morales y colaboradores 2013, donde se report6 que el 33,3%
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de aislamientos de Candida glabrata fueron sensibles a dosis dependiente en VVoriconazol

(Morales et al., 2013).

Las especies de Candida no albicans se encontraron aislados en mayor frecuencia a
partir del afio 2012 hasta el 2016, datos que se corroboran con el estudio de Alburquenque
y colaboradores 2013, donde afirma que el aumento de especies diferentes de Candida
albicans se evidencia a nivel nacional e internacional, demostrando que las especies no-

albicans presentan mayor resistencia a antifingicos (Alburquenque et al., 2013).

Los datos también demuestran que el segundo microorganismo mas aislado
pertenece a Candida tropicalis en un 26% dentro del grupo de Candida no albicans; dato
que coincide con el estudio realizado por Khotavade y colaboradores 2010, donde se
menciona que las infecciones producidas Candida tropicalis han aumentado a nivel
mundial, ademas puede ser mas patdgeno en pacientes oncoldgicos comparado con

Candida albicans. (Kothavade et al., 2010)

Se considero a las cepas invasivas para realizar pruebas de susceptibilidad, ya que
por provenir de pacientes vulnerables es importante conocer si existia 0 no resistencia a los

antifingicos expuestos. (Odio, 2010)

El método de microdilucion colorimétrica usando el kit Sensititre YeastOne para
levaduras demostro ser una prueba rapida para determinar perfiles de susceptibilidad
antifangica, en la interpretacion se observd el fendbmeno de Eagle (crecimiento paradojico
a concentraciones altas del antifungico) el mismo que se indica previamente en la técnica
destacando que es usual encontrar Itraconazol, sin embargo los resultados obtenidos en el
estudio, reportan éste fendmeno en Pozaconazol en una cepa de Candida tropicalis, y una
cepa de Candida glabrata; ademas se observo en Fluconazol en una cepa de Candida

glabrata y por Gltimo en una cepa de Candida albicans se observo el fenémeno de Eagle
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en Voriconazol y 5-Flucitosina. En una publicacion realizada por Tzar y colaboradores
2013, mencionan que éste efecto se produce principalmente en equinocandinas, en especial
en Caspofungina, no obstante no se reporta éste efecto con el grupo de los azoles.(Tzar et

al., 2013)

Las investigaciones que se realizan a cerca de resistencia antifungica son limitadas
y la mayor parte de ellas sesgan la informacion para algunas poblaciones de pacientes,
siendo asi, que en paises en vias de desarrollo no se realizan pruebas de susceptibilidad
antifungica debido al costo que les representa incrementando asi el riesgo de resistencias a

antifungicos de primera linea (World Healt Organization, 2014).

Actualmente para el tratamiento y profilaxis de infecciones flngicas se usa de
forma indiscriminada Fluconazol, lo que ha conllevado al aumento de especies de Candida
no albicans, influyendo directamente en a la resistencia a farmacos antifungicos. (Aguado,
Ruiz-Camps, et al., 2011) como se describe en la publicacion realizada en el 2010 por
Cuenca, que el uso prolongado de antimicrobianos genera como efecto secundario la

resistencia a farmacos antifungicos.(Cuenca-Estrella, 2010)

En cuanto a Candida albicans no se encontré ningdn patron de resistencia a
antifingicos, datos que se confirman en el reporte publicado por World Health
Organization 2014, en el que se menciona que en Ecuador la especie Candida albicans no
presenta ningun tipo de resistencia a Fluconazol, por otro lado la resistencia a éste
antifingico es mas frecuente en especies no albicans (World Healt Organization, 2014);
sin embargo, en el estudio realizado en América Latina por Nucci y colaboradores 2013,
se identificd sensibilidad a dosis dependiente en Fluconazol en una cepa de Candida

albicans la cual representaba el 0,4% del total de las cepas estudiadas (Nucci et al., 2013).

52



Se observd que todas las cepas estudiadas son sensibles a Anidulafungina,
Anfotericina B, Posaconazol y Caspofungina, resultados que coinciden con la
investigacion de Aburquengue y colaboradores 2011, donde se expone la sensibilidad de
especies de Candida especialmente por Anidulafungina considerandola como tratamiento
eficaz para candidemias inclusive si éstas presentan resistencia a Fluconazol
(Alburquenque et al., 2011); por otro lado el 20% de C. tropicalis son sensibles a dosis
dependiente de Itrazonazol, no obstante en la literatura se describe sensibilidad a dosis

dependiente a azoles en C. albicans (Garcia-Agudo & Garcia-Martos, 2012)

De acuerdo a los resultados obtenidos, Candida glabrata es resistente a Fluconazol
(MIC 64pg/mL), Itraconazol (MIC 8 pg/mL ) y sensible a dosis dependiente a Voriconazol
(MIC 2 pg/mL); dichos resultados se correlacionan con los datos obtenidos en la
investigacion de Aguado, José Maria y colaboradores 2011, donde mencionan que existe
un aumento de Candida glabrata y Candida krusei resistentes al Fluconazol (Aguado et
al., 2011), ademas en el estudio realizado por Ortigoza 2014, indica que Candida glabrata
posee resistencia secundaria al Fluconazol la cual se produce tras ser expuesto previamente
al antifangico (Ortigoza et al., 2014). Pfaller y colaboradores 2010, refiere que la Sociedad
Americana de Enfermedades Infecciosas recomienda que el tratamiento con Fluconazol
debe ser guiado por resultados de perfiles de susceptibilidad antifungica que presenta

Candida glabrata debido a la variabilidad de resistencia que presenta (Pfaller et al., 2010).

Se determinG que el 10% de cepas de Candida tropicalis son No Sensibles a
Micafungina, de acuerdo a los nuevos criterios del CLSI ésta nueva categoria quiere decir,
que es necesario confirmar la identificacion y repetir pruebas de sensibilidad; en el estudio
de Cortés y Russi 2011, mencionan que la resistencia a equinocandinas es infrecuente, sin
embargo se encontré una cepa mutante de Candida albicans donde presenté resistencia a

Anidulafungina y Micafungina (Cortés & Russi, 2011).
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Estudios recientes mencionan que Anfotericina B es el farmaco adecuado para
tratar infecciones flngicas, a pesar que se desconozca la especie que estd causando dafio,
éste hecho corrobora con la informacion obtenida, ya que no se encontrd ningun tipo de
resistencia a Anfotericina B. (Cornistein et al., 2013) asi mismo, en el estudio de Quinteros
y colaboradores 2010, se indica que el uso de Anfotericina B tuvo una respuesta favorable
en el tratamiento de candidemias, inclusive fue eficaz en pacientes con farmaco-terapia
dirigida (Quinteros et al., 2010). En el Ecuador éste medicamento es considerado como un
farmaco de alto riesgo ya que los efectos que produce en el organismo pueden ser
irreversibles, por esta razén se requiere que las casas de salud posean practicas especificas

para la prescripcién y dispensacion del mismo (Ministerio de Salud Publica, 2015)
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fenotipicas de las especies de Candida fueron determinadas por
pruebas convencionales; ademas de ser econdémicas ayudan a identificar de forma

parcial las especies del género Candida.

El 60% de las cepas aisladas de Candida provenientes de diversas casas de salud
del Ecuador, pertenece a C. albicans, mientras que el 40% restante son especies no

albicans, del cual C. tropicalis fue el segundo mas aislado en un 26%.

El 53% de las cepas estudiadas provienen de un hospital pediatrico, mostrando asi
que el mayor caso de candidemias se presentan en el grupo de pacientes

pediatricos.

De acuerdo a los puntos de corte del CLSI 2008, todas las especies de Candida
analizadas tanto albicans como no albicans demuestran sensibilidad a

Anidulafungina, Caspofungina, Anfotericina B y Posaconazol.

Se identifico que el 95% de las cepas estudiadas fueron sensibles al Fluconazol, por
lo tanto, se confirma que puede seguir siendo considerado como tratamiento
antifingico de primera linea de acuerdo a recomendaciones en la practica clinica

sin que hayan sido previamente expuestos a tratamiento con azoles.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar investigaciones acerca de la epidemiologia de infecciones
fangicas en el Ecuador, ya que los datos existentes son escasos; ademas establecer
protocolos a través del uso de pruebas convencionales que ademas de ser econémicas

ayudan a la identificacion de las diferentes especies de Candida.

Se recomienda ampliar el estudio de cepas de Candida resistentes a antifingicos,
en los diferentes niveles de atencion de salud mediante pruebas diagnésticas de menor a
mayor complejidad incluyendo en éste ultimo grupo a las pruebas moleculares que ayuden
a identificar rasgos genéticos de las diferentes especies, distribuyéndolas de acuerdo a los

servicios que ofrece los niveles de atencion I, 11y 111.

Es indispensable contar con datos de susceptibilidad antifungica de cada una de las
especies del genero Candida, en vista de que algunas de las especies no albicans son
intrinsecamente resistentes a diferentes farmacos antifungicos, para asi contar con una

mejor farmaco-vigilancia.

Para identificar un punto de corte mas especifico a cada antifungico, es
fundamental unificar criterios entre CLSI y EUCAST, para mejorar la interpretacion
clinica en perfiles de susceptibilidad, ya que ninguno de los dos ofrece una informacion

completa.
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ANEXOS

ANEXO I  Procedimiento recuperacion de cepas de Candida

Dia 1:
» Se tomd la muestra con un asa estéril de las cepas conservadas en crioviales con
BHI + 20% de glicerol y se procedid a sembrar en Agar Sabouraud.
» Seguidamente se incubaron en una estufa a 27 °C por 48 horas.
Dia 2:
» Se aislaron las colonias de Candida y se transfirieron a un tubo plastico cénico de
1,5 mL con caldo de BHI + glicerol al 20%, por consiguiente se preservaron en la

congeladora a -70°C. (Tiago et al., 2012)
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ANEXO Il Procedimiento de la prueba de tubo germinal
Principio

La formacion de tubo germinal se asocia con aumento de la sintesis de proteinas y
acido ribonucleico. La solucion del Tubo germinal contiene caldo de soja triptico y suero
bovino fetal, nutrientes esenciales para la sintesis de proteinas. El tubo germinal es uno de

los factores de virulencia de Candida albicans.

Procedimiento
= Poner 0,5 ml de oveja o suero humano en un tubo pequefio.
Nota: suero bovino fetal también se puede utilizar en lugar de suero humano.
= Con una pipeta Pasteur, toque una colonia de levadura y suavemente se emulsiona
en el suero.
Nota: Demasiado grande de un indculo se inhibe la formacion de tubo germinal.
= Incubar el tubo a 37 ° C durante 2 a 4 horas.
= Transferir una gota de suero a un portaobjetos para su analisis.
=  Cubrir con un cubreobjetos y examinar microscopicamente en virtud de los
objetivos de baja y alta potencia.
Prueba positiva: Hifas cortas presentan una extension (filamentoso) derivados
lateralmente desde una célula de levadura, sin constriccién en el punto de origen. El tubo
germinal es la mitad de la anchura y 3-4 veces la longitud de la célula de levadura y no hay
presencia de nucleo. Ejemplos: Candida albicans y Candida dubliniensis
Prueba negativa: No hay extension de hifas (filamentosas) derivada de una célula de
levadura o una extension de las hifas cortas constrefiida en el punto de origen. Ejemplos:
C. tropicalis, C. glabrata y otras levaduras
Limitaciones de la prueba de Tubo Germinal
C. tropicalis pueden formar pseudohifas temprana que puede interpretarse
falsamente como tubos germinales.
La levadura Candida stellatoidea anteriormente llamado también produce tubos
germinales; sin embargo, se ha combinado con C. albicans y ya no existe como especie
separada. Esta prueba es s6lo una parte del esquema general para la identificacion de

levaduras. se necesitan méas pruebas para la identificacion definitiva.(Aryal, 2015)
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ANEXO 11l Procedimiento para identificacion morfolégica y clamidosporas en agar
harina de maiz

Agar harina de maiz
A este medio comercializado (Oxoid) debe agregarse Tween 80 (polisorbato) a una
concentracion final de 0,02% para reducir la tension superficial y aumentar la formacion de

hifas y blastoconidias.

Procedimiento

1. La inoculacion se debe realizar, segin la técnica de Dalmau, haciendo tres cortes
paralelos en el agar (separados 1 cm) manteniendo el asa en un angulo aproximado de 45°.
2. Colocar un cubre-objeto sobre la superficie de agar cubriendo una parte de las estrias de
siembra.

3. Incubar las placas sembradas a 30 °C durante 24-48 h y luego examinar al microscopio a

través del cubre-objetos en 10X y 40X

(Solis & Linares, n.d.)
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ANEXO IV CHROMagar® principios de procedimiento

INSTRUCCIONES DE LSO =
MEDIOS EN PLACA LISTOS ( 'E
PARA USAR

P25 Ta b0 05 Flira = Juily 3014

BEL™ CHROMagar™ Candida Medium

USO PREVIETO

BEL CHROMagar Candida Madism ez un medio para &l aklamienio ¥ la idenificacion g
Cardida albdoans, C. rropdcalls v C. Arusesd a pariie de moesiras clinkcas. Inhibe & orecdmienio de
bacteias v lambiln puede wilzarse coma midio de aslameenio skt para olras espboies
o ndiaas y pam honges Tlameniosos.

FRINCIPIOS ¥ EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Mindn microbinlgico.
BEL CHRD Candida Modism ez un medio seedivo y de diferenciaciin para el
FUART e Cio b Nl S O SUSTIoS croimdgEncs & e medio, las colonias de

C. aitdcans, C. fopioads y C. rusel produten ores diterenies, o gl permine 1 elesckdn
directa de esias especies de evadoras en la placa de akslamienin'™, Las colonias de

C. aibicans presentan un oolor de serde clarn 2 mediana, las oolonias o C. fropdcalls, de azul
wErdoss a azul metdlon ¥ las colonias o C. busei, resads clano con bonde blanoaoo. Es
Pl QU OGS EspeciEs di Evadionas produzean su oolor naiural (orema) O pees e wn
color Fesade o makda e clan 3 osourD | por gemplo, Candioa [ Torukass) giakvals y oTas
especies). Una wentaja adicional de medioes la ol delecckdn de culivos mistos de
levaduras, debido a los dilrentes lorEs QUE DRESENLaN s colorias ™.

Feploras especialments seiecoionadas suminisitan ks nurenies en BEL CHROMagar
Candida Madium. La mezcla oromagena palemniada estd fommada por Susiralos armifciaes
(CromagEncE], QuE lefan CoMpUEsios o oolones dienenies al Ser degradados pof Ereimas.
especiicas. De esia manera es posibile difererclar delerminadas especes o dedsciar cheros
GRUpos o ofgansmes mon 40 un minima de pnethas. die confiemacian. El doranieriod inhite
la masona de ks contaminanics haoenaos.

CHADMagar Canidida Medium e desarollads por A Rambach y o dismibuye B0 Diagnosic
Sysiems bajo acuendo de koencia con CHROMagar, Paris, Francia

REACTIVOS
BEL CHROMagar Candida Madiusm
Farmada® por Bro de agua puniicada

Crmmpe piong 10,00

Chonsa el

Meroa crombgera =0

Cloranienioo 0.5

Agar 15,0

pHEOD+03

"SI WO Splemeniada fard SaStace 105 RIS S8 e ImiEnto.
PRECALCIONES

. Solamenie para =0 profesional o
Fo utlizar las placas sl maesran evidenca de conlamiracion microbiana, decoloracdin,
deshidralacitn, grietas o cualkouler oo Signo o deferion.
Consuliar ke profdimienios e manipulacon asépiica, huﬁlr_nl. = Cal
Eroadiichs isado &n o dotsmeni INSTRUCCIONMEE GEMERALES

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL
&l repibir |32 plaoas, AMatEnanss &n U Lgar oRoid 3 Una lempiraia enire 2 y B °C,
eraselas &N SU EMase oiginal, hasta jesto anles de usaas. Evitar la congelacion y el

Fl-2ET480.05 -1-
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calkeniamienio ey, Las placas posden inccularse hastia su iecha de caducidad {ver la
efigusta en o papein] ¢ Pcubarse dorante e poriodos de incubaokdn nesonimerd ados.
Las placas de grupos de 10 placas ya ablerics pussen usarss diranie WNa SEMana SEEmpee
QU S alma oeren en un gar impio a una temperaiuna onive 2y 8 "C.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARID

Iroular MEsins epESENtadvis Con las obpas siguienies (par obtermer e detadlkes, viaso el
docmenio IS TRUCCIONES GENERALES DE US0. Incubar las pleoas en aamdsiera
aerobia duranie 20 - 48 h & 35 & 2 "C. Tener BN CLEnia Que S requlsng una imoubacon oe 42 h
para que Bs oolonias desamolien G compkein o oolor.

Capdd EEL CHROMagar Candida Medium

Carndids alhdoarys ATCC B0 G2 Crecimienio & biEno & exobkEnie; colsnias de oolor
wirde carne o el

Carida albloarvs ATCC 10231 Crecimiznio & bueno & exoelenie; colonias o color
WRNOE dand & sl

Cardids rused ATCC 34135 Crecimienio & bisno & exoekenie, colonias grandes y
planas, de ciolor G rosado Clan & rosa, oo un boee
Bl neaircis

Carnlida rropicalls ATCC 1369 Crecimienio de bueno & exnoelenie; colonias oe arul
Qisdeo a acul werdosn o aeul metdlico, con o sin halkos
vidliztas &n o medio oiround ane

Carndids fropicalls ATCC G952 Crecimienio & bissno & exoekeniz; colonias de oolor gris
arulado, con o sin Falos de oolor soleia

FEeudoMongs SeruEnosd Infibiiciin de parcial @ compleia

ATCC 2THRY

Sini ineoCLilar D inCodiin & Esige clars, iranssanenies
PROCEDIMIENTO

Mareriakes Swminsirados
BEL CHROMagar Candida Madism (placas Steckor o 50 mm). Coninolacias
mmiCrobiol dgecamenia.

Material no & umindsorado
Maodica de cultivo sodlar, reaciivos y o soulps O Eorainno Qo bE by,

Tipos da muasiras

Este medio se uliiza para o aslamienio y la identdlicacion dineda de Candida alvcans,
C. rrogeieadls y C. BFus® a pairlir O I60os bos Gpos de muesias dinecas. Tambesn posoe
uliizarse para o aislamienio o olmos hongos (e lambién CARACTERISTICAE DEL
RENODIMIENTO ¥ LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTOL

Procodimicnbs e andlisis

Exiender la muesira para aslamienio en la supefcs del medio. S5i la mussia se culiiva de uma
tonunida, haoeria girar sobre una supeMicks peguasta die B superice cencana al borde, para
luegs exierdena & parir de dicha Dora con uwn aSa. incubar Bs placas en aimdsiea aencbia &
35 + 2 "C duranie 20 - 48 i &n posicitn inverida. 5& requiene: una infibackin e 42 nara oue s
diesarmole por compleio o color de las colonias Canohida. Reducr al minegno la esposicidnoa la
lier anies de la ircubacibn y duranie ella

Cizros alslados, fales como Crypdoononus aecdomans y fongos lamenioscs, reguieren una
incubacitn mes profongada y posiblemenie una iemperaiura de incubadion inferor para obienes
i CreCimEnts Splird. Por lanin, debes iInooularse & infibarss a 20 - 2% "C una placa L uni
SEgUd o Mo Ungico [por sempko B0 Sabowraud Agar with Gontamicin and
Chilorammphanicol) = se preved |a presencia & fongos diferenies de la espenie Candica.

Rz ukad s
Despsis & |a incubackn, las placas de Bs mussias oon hongos presenianin oedmesnio. Se
recomienda efeciuar la echora de las placas sobne un fordo blanoo. Bl esSin presenies

FA-ZET4E005 e
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Eapties o Candids, a8 Dolorias pressniardn un oolor verde de oaro & mesdlars (C. sibdcans],
rosado clarn & rosa con un bonde blanouwro (T, rused) o ben acul verdoso a aoul mesdicon con
o sin halos wioletas (T, mogicalisy. Oims especes de Candhold v oirs Evaduras presentan un
color maka de clano 2 osourn [rosado a vioketa) o, s no se olizan susinnos orormedy enos,
ErEsEntardin Su onlor ratural o oolonias (o8 onemia & blamon).

Lios dains de estudics dyversos indican que no 65 neoesans realizar proebiss de idermboaotn
add b honaliss pars mm&mrﬂw.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO ¥ LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
El im0 de CHROMagar Candida Medium pam la bendlicacdn direda de C. abicans, C s
¥ C. frophcals ha sido documentado &n ramensos esiudios que iambedn pusdon corsularse
para obiener informackan adicional aceroa de bs proecedimienios recomerdados ™. Los

res i os die una svaluacitn oo rendimeenio edenie de BEL CHROMagar Candida Modium
fueron nofificados por Jabra-Fizk y colegas®.

Candida (Torubasls) plabmia habisaimenie produce colonias de color malva @ malva oSowim
m“w.mmmummlumwmuwmn-mh
S CoTiiTeeln MaSane proshas Hosudmecas adickonales, oo Gies 508 oOlior O CoRia Dl
sir produckso por diversas especies e pvaduras

Las colonias Qi présonien un cilor de ros s pdldo o makda clart & oScii, O bEn msssihen
s oodor crema natoral &n esie medio, deben denificarse medianie méindos eskndar™

Las levaduras diferentes o las especes anienormenie merconadas y e hongos
flameniosas mmbdén poesden dslarse on osie medo 5l s Rcuban & una EmEsE Tl
duranie un perkdo apropiados para ES0S oIy ansmod.

Dado que kos mohos y oiios fongos lamenioscs pesden meabolizar o ssiming
CIMGQETos, K Colones presntados por e5ioe rganismoas &n BEL CHROMagar Candida
Maodismn pueden ser diferenies di kos mosirados en oiros medios Tngioos . Mo ulilizar el
aspecin Gl crecimisnio de los hongos flameniosos o 256 medio pan su ieniifcacidn
morisihgiea radickaal

S ha informado gue C. doblerysls proadin: Ui oolon viende oscun disinia al realzar &
alslamienes primarks en BEL CHROMagar Candida Medium® . Sin embargo, esta progiedad

Antes de utlizar BEL CHROMagar Canedida Badism pod primen vez, o necomisnda
prasciicar oon @l aspecio de oolonia carscimistco de copas definidas de O alvoans, O bsed §
C. rropvoails, por epemplo, las oipas mencionadas e CONTROL DE CALIOAD DEL
IFSUARID.
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ANEXO V Preparacion de medios para Zimograma-Auxonograma

Caldo carbohidratado de rojo fenol

Tripticasa 10g
Cloruro de sodio (NaCl) 59
Extracto de carne (opcional) 1lg
Rojo fenol 0,018 g
(7,2 ml de solucidn de rojo fenol 0,25%)

Agua destilada y desionizada 1000 ml
Carbohidratos 10g

PROCEDIMIENTO

= Preparar el caldo mezclando todos los ingredientes en 1.000 ml de agua destilada y desionizada;
calentar suavemente para disolver.

= Utilice un Gnico hidrato de carbono para cada lote de medio preparado. Llenar los tubos de
ensayo estériles de 13 x 100 mm con 4 a 5 ml de Caldo carbohidratado de rojo fenol.

= Insertar un tubo de fermentacion invertida o tubo Durham para detectar la produccion de gas.

= Esterilizar medios en autoclave durante 15 minutos a 116 a 118 °C.

= El proceso de esterilizacién también impulsara el caldo de fermentacion en el tubo invertido o
un tubo Durham. Cuando se utiliza arabinosa, lactosa, maltosa, salicina, sacarosa, trehalosa, o
xilosa, autoclave a 121 ° C durante s6lo 3 minutos como estos hidratos de carbono estan sujetos
a la degradacion por tratamiento en autoclave. El caldo de cultivo seré de un color rojo claro. El
pH final debe ser 7,4 + 0,2.

= Alternativamente, mezclar todos los ingredientes excepto los hidratos de carbono en 800 ml de
agua destilada y desionizada para preparar el caldo de base. Exponer al calor mientras se
mezcla. Llenar los tubos de ensayo estériles de 13 x 100 mm con 4,5 ml de caldo de base.
Insertar un tubo de fermentacion invertida o tubo Durham para detectar la produccién de gas.
Esterilizar caldo de base mediante tratamiento en autoclave durante 15 minutos a 121 ° C.
esterilizar el caldo base y enfriar en un bafio de agua 42 a 50 °C antes de afiadir hidratos de
carbono. Preparar la solucion de hidrato de carbono mediante la disolucién de 10 gramos de
hidratos de carbono deseada en 200 ml de agua destilada y desionizada y esterilizar por
filtracion de la solucion a través de un filtro de membrana de retencion de bacterias con un
tamario de poro de 0,45 micras.

= Afiadir asépticamente 0,5 ml de filtrado a cada tubo de caldo esterilizado y enfriado. Agitar
suavemente para mezclar. El caldo de cultivo serd de un color rojo claro. El pH final debe ser
7,4+0,2.

= Enfriar todos los medios de cultivo antes de su uso. si prepar6 medios de cultivo a 4-10 ° C .
Los medios refrigerados tienen una vida Gtil de aproximadamente 6 a 8 semanas. Ejecutar

controles para comprobar la posible degradacion de los carbohidratos.
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NOTAS: generalmente, la concentracion de hidratos de carbono usado para la prueba de hidratos
de carbono de fermentacion es 0,5% o 1,0%. El procedimiento proporcionado producira un caldo
de hidratos de carbono 1,0%. Se prefiere usar una concentracién de hidratos de carbono 1,0% para
evitar la reaccion de reversion debido a la rapida disminucion de los hidratos de carbono por

algunos microorganismos.

Figura 7. Prueba de Zimograma-Auxonograma. A) Lactosa B) Galactosa C) Glucosa D) Sacarosa
E) Maltosa

ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016
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ANEXO VI Procedimiento de Inoculacion por método de dilucion colorimétrica

1) De un cultivo de 48 horas seleccionar menos de 1 mm de una colonia aislada y
disolver en agua estéril (los tubos deben estar previamente rotulados).
2) Mezclar por 15 segundos en un vortex hasta que tenga una apariencia homogénea

sin grumos y medir a un estandar McFarland de 0,5 en el nefelometro.

Figura 8. Escala 0.5 Mcfarland.
ELABORADO POR: JENNY GUERRERO, 2016

3) Con una pipeta suspender 20 pL de la suspension anterior al caldo de indculo
YeastOne® y mezclar por 5 segundos en el vértex.

4) Dispense el caldo de indculo YeastOne® a una caja de vidrio estéril

5) Rotular la placa del Sensititre con el nimero respectivo de muestra. Transferir 100
pL a cada pocillo con la ayuda de una pipeta sin topar las paredes ni el fondo del
pocillo

6) Cubrir la paca con la ldmina adhesiva evitando la formacion de arrugas.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Los resultados pueden ser interpretados cuando el primer pocillo de control de
crecimiento haya cambiado de color a rosado, si el pocillo continda de un color azul se

debe incubar 24 horas mas para su posterior lectura.

Tabla de interpretacién de resultados

Concentracién de pocillo pg/ml R = ROJO: Indicativo de crecimiento
1 2 4 8 16 32 positivo

B = AZUL: Indicativo de crecimiento
negativo

A. R R R B B B  Pauta de crecimiento tipica. El punto final de
la CIM es 8 pg/ml.

B. R R R R R R Crecimiento en todos los pocillos; el punto
final de la CIM es >32 pg/ml.

C. B B B B B B No hay crecimiento en ningun pocillo;
el punto final de la CIM es<1 pg/ml.

D. R R R B R R “Pocillo saltado®. La CIM es >32 pg/ml. si
existe crecimiento en los pocillos de
cualquier lado. Si se produce mas de un
“salto” en una columna, los resultados de
prueba no seran validos'

E. R R B B R R “Pocillo saltado” doble. La prueba debe
repetirse’

T Estas situaciones no son frecuentes si las técnicas se ejecutan con cuidado.

El pocillo que indique el cambio de color obvio, correspondera a la concentracién

minima inhibitoria de esa muestra.

Puntos finales con trailing: existe un cambio de color en varios pocillos con
distintas concentraciones. La lectura de la concentracion minima inhibitoria debe realizarse
en el pocillo que tenga el primer cambio de color evidente 0 menos intenso comparado con

el primero.

84



En el caso del Itraconazol pueden existir concentraciones > 4 pg/mL. O que se puede

reflejar produciendo crecimiento y cambiando de color a rojo.

Contaminacién

Los cambios de color rosa entre pocillos azules demuestra crecimiento para o cual es

necesario realizar un subcultivo para determinar el origen de la contaminacion.
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ANEXO VII Criterios para interpretacion de CIM para especies de Candida CLSI.-
La tabla indica el agente antifangico, la sensibilidad, sensible dosis-dependiente,

intermedio, resistente y no sensible

Agente Sensible

Antifungico Sensible dosis- Intermedio Resistente | No Sensible
dependiente

Anidulafungina | <2 >2

Caspofungina | <2 >2

Fluconazol” <8 16 - 32 >64

Iltraconazol =0.125 0.25-05 =1

Micafungina <2 >2

Flucitosina <4 8-16 >32

Voriconazol <1 2 >4

Se considera que las cepas clinicas de Candida krusei son intrinsecamente resistentes al
fluconazol y sus concentraciones inhibitorias minimas (CIM) no deben interpretarse de
acuerdo con esta escala
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ANEXO VIII

Puntos de corte EUCAST, 2015.- La tabla muestra los puntos de corte para cada especie ante los siguientes antifingicos:
AnfotericinaB, Anidulafungina, Caspofungina, Fluconazol, Isavuconazol, Itraconazol, Micafungina, Posaconazol y Voriconazol.

Antifungal agent

MIC breakpoint (mg/L)

C. albicans

C. glabrata

C. krusei

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. guilliermonaii

Non-species
related
breakpoints’

S=

R=

Sz

R=

R=

Sz

R=

Sz

R=

S<

R=

Sz

R =

Notes

Amphotericin B

IE

IE

IE

IE

Anidulafungin

0.02

0.03

0.06

0.06

0.06

0.06

0.002

0.06

0.06

IE?

IE?

Caspofungin

Mote®

Mote®

Note

Note®

Mote®

Note®

3

Mote”

Note®

Nate?

Note®

IE?

IE?

1. Non-species related breakpoints have been determined mainly on the basis
of PK/PD data and are independent of MIC distributions of specific species.
They are for use only for crganisms that do not have specific breakpoints.

2. The ECOFFs for these species are in general higher than for C. albicans .

3. Isolates that are susceptible to anidulafungin as well as micafungin should
he considered susceptible to caspofungin, until caspofungin breakpoints have
heen established. Similarly, C. parapsilosis isolates intermediate to
anidulafungin and micafungin can be regarded intermediate to caspofungin.

Fluconazole

0.002

32

IE?

IE?

EUCAST breakpoints have not yet been established for caspofungin, due to
significant inter-laboratory variation in MIC ranges for caspofungin.

4, MICs for C. tropicalis are 1-2 two-fold dilution steps higher than for C.

Isavuconazole

albicans and C. glabrata . In the clinical study successful outcome was
numerically slightly lower for C. tropicalis than for C. albicans at both dosages
(100 and 150 mg daily). However, the difference was not significant and

Itraconazole

0.06

0.08

IE?

012

0.12

0.12

whether it translates into a relevant clinical difference is unknown. MICs for C.
krusel are approximately three two-fold dilution steps higher than those for C.
albicans and, similarly, those for C. guiliermondi are approximately eight two-
fold dilutions higher. In addition, only a small number of cases involved these

Micafungin

0.016

0.016

0oz

0.03

0.002

species in the clinical trials. This means there is insufficient evidence fo
indicate whether the wild-type population of these pathogens can be
considered susceptible to micafungin.

Posaconazole

0.06

0.086

0.06

0.06

0.06

5. Strains with MIC values above the Sil breakpoint are rare or not yet
reported. The identification and antifungal susceptibility tests on any such
isolate must be repeated and if the result is confirmed the isolate sentfo a

Voriconazole

0.1%

017

0.12°

0.12°

0.12°

01z

=

IE?

reference laboratory. Until there is evidence regarding clinical response for
confimed isolates with MIC above the current resistant breakpoint they
should be reporied resistant.
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ANEXO IX Control de calidad en medios de cultivo

C. albicans ATCC 10231
Sabouraud

C. albicans ATCC 10231
CHROMagar

C. albicans ATCC 10231
Tubo germinal positivo
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ANEXO X Caracteristicas fenotipicas de las cepas estudiadas. - En la tabla se muestras la base de datos de las cepas analizadas, la fecha de
aislamiento, género del paciente, edad (afios), muestra, microorganismo aislado, crecimiento a 27 °C, tubo germinal, clamidosporas, hifas
verdaderas/pseudohifas y color en agar cromogénico.

¢ | recha |cenero| EPAD | wuesTRA | MiCROORGANISMO | CRECIMIENTO | TUBO | ¢\ svinoseoras | VERDADERAS) | COLORENAGAR
PSEUDOHIFAS

1 28-abr-10 F 0,16 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo verde

2 28-abr-10 M 0,08 LCR C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo verde

3 28-abr-10 M 0,25 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo verde

4 05-mar-10 M 40 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

6 25-feb-10 M 13 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo verde

7 23-feb-10 F 25 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

8 17-feb-10 F 28 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo azul

9 28-ene-10 F 50 S. Faringea C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

10 28-ene-10 F 63 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

11 28-ene-10 M 32 Lavado bronquial C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
12 04-feb-10 M 1 Catéter C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marroén claro
13 04-feb-10 F 29 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

14 09-feb-10 F 50 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

15 22-ene-10 M 8 LCR C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén 0scuro
16 22-feb-10 M 1 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén 0scuro
17 15-ene-10 M 27 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

18 24-ene-08 M 31 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

19 14-ene-10 M 41 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

20 12-feb-10 F 47 Onicomicosis C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén 0scuro
21 24-feb-10 M 59 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

22 24-mar-10 M 61 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde
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23 14-abr-10 M 74 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

24 | 05-may-10 M 0,33 Lavado bronquial C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo azul

25 26-jul-13 M 0,08 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

26 31-jul-13 M 0,25 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

27 31-jul-13 M 1 Cateéter C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

28 10-may-13 F 11 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo marrén 0scuro
29 31-jul-13 M 0,16 Orina C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo verde

30 06-ago-13 M 0,8 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo azul

31 07-ago-13 M 0,8 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro

32 07-ago-13 M 0,25 Orina C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo marrén 0scuro
33 15-ago-13 M 0,42 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

34 15-ago-13 M 8 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo azul

35 18-jul-13 M 0,16 Orina C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo marrén 0scuro
36 26-jul-13 M 6 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo azul

37 25-jul-13 M 0,16 Orina C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo marron claro

38 19-jul-13 F 0,42 Sangre . guilliermondii Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro

39 18-jul-13 M 0,16 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro

40 25-jul-13 M 0,25 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

41 19-jul-13 F 14 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

42 18-jul-13 M 0,92 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo gris azulado

43 06-ago-13 F 13 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

44 17-jul-13 F 10 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

45 17-jul-13 F 3 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

46 17-jul-13 M 12 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

47 17-jul-13 F 0,92 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

48 17-jul-13 M 3 Sonda vesical C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

49 12-jul-13 F 0,41 Sangre . guilliermondii Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro

50 12-jul-13 F 0,42 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

51 12-jul-13 F 0,42 Orina . guilliermondii Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro

52 10-jul-13 M 0,17 S. Herida C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde
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53 10-jul-13 F 15 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

54 07-jun-12 M 0,08 Sangre C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo amarillo oscuro
55 | 28-may-13 F 0,016 Orina C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo marrén oscuro
56 16-abr-13 F 7 S. Vaginal C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo marrdn oscuro
57 11-abr-13 F 0,42 Orina C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

58 05-abr-13 F 0,33 Aspirado gastrico C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro
59 07-ago-12 F 20 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

60 10-mar-12 M 0,75 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
61 | 06-mar-12 F 0,08 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
62 06-mar-12 F 0,0027 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
63 25-feb-12 M 5 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
64 24-feb-12 M 0,42 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marroén claro
65 01-feb-12 F 7 S. Endotraqueal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

66 12-feb-08 M 38 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

67 25-feb-08 M 61 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

68 08-abr-08 M 53 Palma de mano C. parapsilosis Positivo Negativo Negativo Positivo rosado

69 17-mar-08 F 3 Lavado bronguial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

70 14-mar-08 F 82 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo azul

71 07-abr-08 M 61 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

72 10-abr-08 F 65 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

73 01-abr-08 F 66 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

74 31-mar-08 M 50 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

75 08-abr-08 M 53 Ingle C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

76 07-abr-08 M 42 Escamas glande C. guilliermondii Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro
77 24-ene-08 F 34 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

78 01-ene-08 M 31 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

79 18-ene-08 F 10 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

80 17-oct-07 M 42 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

81 21-jul-08 F 0,58 Cepa A1053 C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo gris azulado
82 11-jun-08 F 65 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde
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83 21-jul-08 F 11 Orina C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marrén claro
84 10-ene-07 M 72 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

85 10-jun-08 F 2 Onicomicosis C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

86 24-jun-08 F 42 Onicomicosis C. pseudotropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo marron claro
87 16-jun-08 M 47 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

88 11-jul-08 F 43 Lavado bronquial C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo azul

89 26-jun-08 M 65 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

90 | 07-may-08 F 30 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

91 27-jun-08 F 0,16 Sangre C. tropicalis Positivo Negativo Negativo Positivo verde

92 31-jul-13 M 12 S. Vaginal C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo marrén claro
93 20-ago-10 F 12 Aspirado gastrico C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

94 26-jun-08 F 79 Esputo C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

95 06-jun-08 M 42 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

96 29-jul-08 M 25 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

97 | 30-may-08 F 64 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

98 07-ago-08 M 85 Lavado bronquial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde

99 | 26-may-08 M 80 Lavado bronguial C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde
100 | 17-abr-16 F 2 Orina C. lusitaniae Positivo Negativo Negativo Positivo marron 0scuro
101 | 30-ene-08 M 40 Onicomicosis C. albicans Positivo Positivo Positivo Positivo verde
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ANEXO XI Resultados en CHROMagar®

Microorganismo

C. albicans

C. tropicalis

C. guilliermondii
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C. glabrata

C. parapsilosis

C. lusitaniae
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ANEXO XII

(Caspofungina), FC (5-Flucitosina), PZ (Posaconazol), VOR (Voriconazol), 1Z (Itraconazol), FZ (Fluconazol)

Concentraciéon minima inhibitoria de cepas estudiadas. En la tabla se muestra las cepas a las que se les realizo perfil de
susceptibilidad, se describe el nimero de la muestra, el género de paciente, edad, muestra, microorganismo y la concentracion minima inhibitoria
que presentaron las distintas especies ante antifingicos. Acronimos: AND (Anidulafungina), AB (Anfotericina B), MF (Micafungina), CAS

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (ug/mL)

# | GENERO I(Ea%ﬁg MUESTRA MICROORGANISMO | AND AB MF CAS FC Pz VOR 1z Fz
M 0,08 LCR C. tropicalis <0.015 1 <0.008 0.03 <0.06 0.03 0.03 0.06 1
M 13 Sangre C. tropicalis 1 0.5 4 0.12 0.03 0.015 0.12 0.5
12 M Catéter C. tropicalis 1 2 0.12 0.06 0.06 0.12
15 M LCR C. tropicalis 0.12 0.12 <0.06 0.06 0.03 0.25
31 M 0,8 Sangre C. tropicalis 1 0.5 1 0.5 0.12 0.03 0.03 0.12 0.5
38 F 0,42 Sangre C. guilliermondii 1 0.5 1 1 0.12 0.06 0.03 0.12 1
47 F 0,92 S. Vaginal C. albicans 0.03 1 <0.008 0.06 <0.06 0.015 <0.008 0.03 <0.12
48 M 3 Sonda vesical C. albicans 0.03 0.5 <0.008 0.06 <0.06 <0.008 <0.008 <0.015 | <0.12
49 F 0,41 Sangre C. guilliermondii 1 0.5 1 0.5 0.12 0.06 0.03 0.12 1
52 M 0,17 | S. Herida C. albicans 0.03 0.5 <0.008 0.12 0.5 0.015 <0.008 0.06 0.25
56 F 7 S. Vaginal C. glabrata 0.06 0.5 <0.008 0.12 <0.06 2 2 8 64
58 F 0,33 Aspirado gastrico | C. tropicalis 0.12 0.5 0.06 1 <0.06 0.06 0.03 0.25 1
60 M 0,75 Sangre C. tropicalis 1 0.5 1 1 0.12 0.03 0.015 0.06 0.5
61 F 0,08 Sangre C. tropicalis 0.5 0.5 0.5 0.5 <0.06 0.015 <0.008 0.03 0.5
64 M 0,42 | Sangre C. tropicalis 0.5 0.5 0.5 0.5 <0.06 0.015 0.015 0.03 0.5
68 M 53 Palma de mano C. parapsilosis 0.25 0.25 0.25 1 8 0.03 0.12 0.03 4
75 M 53 Ingle C. albicans <0.015 0.25 <0.008 0.03 <0.06 <0.008 <0.008 <0.015 | <0.12
76 M 42 Escamas glande C. guilliermondii 0.5 0.5 0.5 0.5 <0.06 0.03 0.03 0.06 1
91 F 0,16 Sangre C. tropicalis 0.5 0.5 0.5 1 0.12 0.015 0.03 0.03 0.5
100 F 2 Orina C. lusitaniae 0.12 0.5 0.06 0.5 <0.06 0.03 <0.008 0.06 0.5
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