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RESUMEN

En el presente estudio se analizd la frecuencia de especies de Candida spp. y la
susceptibilidad antimicoética, aisladas de hemocultivos, provenientes del Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA) de la
ciudad de Cumand, estado Sucre, durante los meses de febrero-julio de 2010, en el
que se procesaron un total de 92 hemocultivos, de los cuales 2 resultaron ser
negativos. La identificacién de las especies fingicas se llevo a cabo a través de la
utilizacion del medio CHROMagar Candida. De los 92 hemocultivos, 90 aislados
(97,83%) correspondieron a Candida spp. La especie con mayor predominio fue C.
krusei (53%), seguido de C. albicans (35%), C. glabrata (10%) y C. parapsilosis (2%).
Para determinar la susceptibilidad antimicética se empled el método de difusion en
agar, segun los lineamientos establecidos por el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos. Se evidenci6é que el 57% de los aislados fueron sensibles a
fluconazol y voriconazol, frente al 43% de resistencia a estos farmacos. En relacion al
fluconazol, C. krusei y C. albicans presentaron sensibilidad moderada a este
antifungico (63% y 31% respectivamente), mientras que C. glabrata presentd
resistencia al antimicotico (6%). En cuanto al voriconazol, se observo la alta
sensibilidad que tiene C. krusei sobre éste antimicdtico (85%), a diferencia del resto
de las especies las cuales presentaron resistencia al fairmaco. El uso inadecuado e
indiscriminado de antimicéticos ha provocado la aparicion y diseminacion de
mecanismos de resistencia antifungica, lo que justifica los diferentes cambios en el
perfil de sensibilidad y resistencia presentados por los aislados de Candida spp.

Palabra y/o Frases Claves: CANDIDEMIA, HEMOCULTIVOS, CHROMAGAR
Candida, FLUCONAZOL, VORICONAZOL, RESISTENCIA ANTIMICOTICA.



INTRODUCCION

La candidemia es una micosis oportunista, ocasionada por levaduras del género
Candida. Estos microorganismos son hongos inocuos y dimoérficos, comunmente
forman parte de la flora habitual de la boca, orofaringe, intestino, vagina y piel de los
humanos (Loza et al., 2005). Se conocen mas de 150 especies de Candida, de las
cuales, solo unas pocas son consideradas patdgenas, reportandose a Candida albicans
como la principal especie responsable de la candidemia, seguido de Candida
tropicalis; sin embargo, otros miembros de este género se han reportado como
agentes productores de infecciones, tales como Candida parapsilosis, Candida
guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida krusei, Candida zeylanoides y Candida
ciferri (Anaissie, 1992; Torres y Carceller, 1993; Lynch, 1994; Reséndiz y Morales,
2007).

Muchos hongos pueden producir infeccion en el recién nacido, pero la mayoria
de los casos son debido a Candida y principalmente C. albicans, aunque en estudios
recientes muestran que las Candida no albicans estan aumentando su frecuencia
como causa de infecciones (Guerra et al., 2005). Las condiciones predisponentes mas
importantes para desarrollar candidemia son la neutropenia, los defectos en la

inmunidad celular y la alteracion de la flora microbiana (Canton et al., 2001).

Todo recién nacido debe considerarse como un individuo inmunodeficiente
funcional, ya que los componentes de su sistema inmunoldgico son inmaduros en el
momento del nacimiento. El grado de inmunosupresiéon estd inversamente
relacionado con la edad gestacional y el peso al nacer (Diaz et al., 1999). En este
grupo de pacientes, también se ha experimentado un incremento en las infecciones
fingicas intrahospitalarias, aumento que estd ligado a la mayor supervivencia de la

poblacion pediatrica y a los avances que se han producido en los medios diagndsticos



y terapéuticos. Las areas hospitalarias donde suelen presentarse con mayor frecuencia
estas infecciones fingicas son las unidades de cuidados intensivos (neonatales y
pediatricas), considerandose que el 1,2% de los pacientes ingresados en estas

unidades desarrollan una candidemia (Canton et al., 2001).

En los ultimos afios, se ha observado un significativo aumento en la proporcién
de infecciones por organismos levaduriformes en pacientes hospitalizados, ocupando
la candidemia el tercer lugar de prevalencia en los aislamientos de hemocultivos en
las unidades de cuidados intensivos neonatales (Silva et al., 2003; Rojas et al., 2004).
La candidemia neonatal tiene como consecuencia la diseminacion a diversos lugares
profundos, tales como el sistema nervioso central, corazon, rifion, higado, bazo, entre

otros (Pastor y Guarro, 2007; Del Palacio et al., 2009; Infante y Rojo, 2009).

La candidemia es una enfermedad asociada con alta mortalidad que depende de
la especie de Candida involucrada, siendo C. parapsilosis la de mejor pronostico y C.
glabrata la de mayor tasa de mortalidad (Maschmeyer, 2004). C. albicans ha sido
responsable del 40% de las infecciones en América Latina, Europa y Canad4 mientras
que C. parapsilosis es la especie de Candida no albicans mas comunmente
recuperada en hemocultivos; a diferencia de la situacion en los Estados Unidos,

donde C. glabrata es la especie mas frecuentemente aislada (Mesa et al., 2005).

Los hemocultivos constituyen una de las muestras mas importantes que se
procesan en el laboratorio de Micologia y son indispensables para establecer un
diagnostico etioldogico en pacientes con septicemia, ésto implica que, tanto la
deteccion como el tiempo en que se logre aislar el microorganismo patdgeno, son de
vital importancia para instaurar el tratamiento efectivo al paciente (Bolafios y
Barrantes, 1998; Coto y Ibanez, 2006). Es necesario administrar el tratamiento
antifingico en las 12-24 horas de aislamiento en hemocultivos de Candida, porque la

mortalidad desciende de forma significativa en relacion con la rapidez del inicio del



tratamiento antifingico (Cueto y Pascual, 2007; Martinez et al., 2008; Del Palacio et
al., 2009).

Los pacientes que ingresan en una unidad de neonatologia pueden desarrollar,
como complicacion de la estancia en la sala de cuidados intensivos, una candidemia
sistémica, debido a factores condicionantes como el bajo peso, la corta edad
gestacional (menor a 27 semanas), tiempo de estancia hospitalaria superior a tres
semanas, uso de tratamientos antibioticos de amplio espectro, existencia de catéteres
venosos centrales, asistencia respiratoria mecéanica o procedimientos quirurgicos
(Kunstmann y Rencoret, 1987, Manzoni et al., 2007; Tiraboschi et al., 2007;
Benetucci et al., 2008). Dichos factores facilitan la entrada potencial de los
microorganismos, los cuales pueden ocasionar una colonizacion y posterior infeccion.
Estos factores que favorecen el crecimiento de levaduras, pueden ser tanto intrinsecos
del neonato como ambientales. Los mecanismos de transmision pueden ser de tipo
vertical (de la madre al neonato por el canal del parto) y de tipo horizontal:
endogenos (a partir de la microbiota colonizante) o exdgenos (a través de la piel, por

medio de fomites o de las manos del personal de salud) (Orozco et al., 2009).

La incidencia global de la infeccion fingica causada por levaduras del género
Candida es dificil de determinar, ya que solo algunos centros hospitalarios disponen
de un laboratorio especializado en diagnodstico micologico (Dolande et al., 2008b). El
diagnostico de las enfermedades micodticas se establece con la demostracion
morfoldgica del hongo mediante un exdmen micologico directo y el aislamiento e
identificacion del agente fungico en los cultivos (Anzalone et al., 2004). Existen
varios métodos comerciales para la identificacion de levaduras patogenas, los cuales
utilizan diferentes caracteristicas de las mismas, como la morfologia macroscopica y
microscopica, facilitando la identificacion especifica de estas levaduras, que es un
paso crucial para establecer un diagnostico y tratamiento apropiado (Ballesté et al.,

2005).



La mayoria de las técnicas convencionales de identificacion de Candida, se
basan en métodos bioquimicos que requieren uno o mas dias para su correcta
interpretacion y que emplean colonias previamente aisladas que retrasan la
identificacion. Los avances cientifico-tecnologicos estan permitiendo obtener técnicas
rapidas de identificacién basadas en indicadores de pH, fermentacion de compuestos
especificos o substratos cromogenos o fluordgenos que facilitan la deteccion de
actividades enzimaticas (Quindods et al., 2001). Los medios cromogenos resultan
atractivos por la sencillez y rapidez con que establecen el diagnostico de especie,

mediante el desarrollo diferencial de colonias pigmentadas (Ballesté et al., 2005).

El CHROMagar Candida es uno de los medios cromogenos mas difundidos,
siendo utilizado en algunos laboratorios de nuestro pais para la identificacion de
levaduras del género Candida. El fundamento de este medio consiste en la inclusion
de susbtratos cromogenos que, ante la presencia de la actividad enzimatica especifica
de las levaduras, producen un color determinado. Las enzimas que se revelan son
hexosaminidasa y fosfatasa alcalina; la primera esta presente en C. albicans, C.
tropicalis y C. dubliniensis, en tanto que C. krusei posee fosfatasa alcalina; otras
especies también pueden presentar discreta actividad de esta enzima y la variacion en
la tonalidad depende del susbtrato cromoégeno y la pigmentacion natural de la
levadura (Sanabria et al., 2006; Alfonso et al., 2010). Con el CHROMagar Candida
se han reportado datos variados de sensibilidad y especificidad en la identificacion de
las diferentes especies dentro del género. También es utilizado como un medio de
aislamiento e identificacion primaria de levaduras, a partir de diferentes especimenes
bioldgicos, lo que es aun muy discutido, dado que puede conducir a errores en el
diagnéstico micologico cuando la levadura que se encuentra en la muestra no
corresponde al género Candida. Por este motivo, algunos autores recomiendan
considerar, ademas de la coloracion que adquiere la colonia, el morfotipo de las
mismas: rugosa, lisa, halo alrededor, naviculadas, umbilicacién central, entre otras

(Quindos et al., 2001; Ballesté et al., 2005).



Existen otras pruebas de identificacion de levaduras entre las que se encuentran:
produccion de tubo germinativo, produccion de clamidoconidias, resistencia a la
actidiona o cicloheximida en agar micosel, prueba de termotolerancia, hidrélisis de la
urea; ademas de pruebas bioquimicas y fisiologicas tales como fermentacion de
azucares (zimograma), asimilacion de azucares o carbohidratos (auxanograma),
asimilacion de nitratos (KNOs), entre otras (Dolande et al., 2008a; Peman y
Almirante, 2008).

Los importantes avances médicos y tecnologicos experimentados en las
unidades de cuidados intensivos neonatales en las dos ultimas décadas, condujeron a
un significativo aumento de la supervivencia de neonatos pretérmino y con patologias
que requieren asistencia de alta complejidad (Pooli et al., 2006). Los antifingicos de
primera linea recomendados actualmente para el tratamiento de las candidemias son
la anfotericina B, en formulacion tradicional o lipidica, el fluconazol, el voriconazol,

la caspofungina y la micafungina (Pastor y Guarro, 2007).

El tratamiento de las infecciones por Candida, en las unidades de neonatologia,
ha variado desde que, en 1956, se usé la anfotericina B clésica por primera vez con
propdsito terapéutico. La anfotericina B y el fluconazol han sido, durante décadas, los
farmacos de eleccion en el tratamiento empirico de la candidemia invasiva de los
recién nacidos; sin embargo, se conoce que su uso clinico se basa en series de casos y

pequetios ensayos no ciegos (Pastor y Guarro, 2007; Infante y Rojo, 2009).

El fluconazol fue el primer triazol aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) estadounidense para el tratamiento de las infecciones por
Candida, en 1990. Los efectos adversos al fluconazol son infrecuentes y los mas
habituales son los gastrointestinales: vomitos, diarrea, nauseas, la elevacion de
transaminasas y de la bilirrubina, que son reversibles después de 2 semanas de

interrupcion del farmaco. El fluconazol se tolera mejor que la anfotericina B, pero



presenta 2 problemas: la aparicion, en las ultimas décadas, de especies de Candida
resistentes a los azoles y sus multiples interacciones farmacoldgicas, que hacen que

no sea un farmaco de eleccion para un determinado tipo de pacientes (Infante y Rojo,

2009).

Ante la resistencia al fluconazol, han surgido nuevas alternativas terapéuticas,
como el voriconazol, compuesto que se presenta como una posible solucion para el
manejo de las especies de Candida resistentes a los azoles de primera y segunda

generacion, asi como a otros antimicéticos (Gutiérrez et al., 2007).

Voriconazol es un triazol de segunda generacion derivado del fluconazol, pero
con una potencia y un espectro de actividad antifingica muy superiores. Su accion
frente a las levaduras es principalmente fungistatica, aunque se ha descrito que
algunos aislamientos de Candida son destruidos por voriconazol (Peman et al., 2006;

Quindos et al., 2007).

La eleccion de un farmaco u otro dependera del estado clinico del paciente, de
la colonizacion previa por Candida spp., de la epidemiologia del hospital, de la
sensibilidad de las distintas especies de Candida, de la toxicidad del farmaco en el
contexto del paciente, de la presencia de disfuncion orgdnica que dificulte la
eliminacion del farmaco y de la exposicion previa a antifungicos (Barberan et al.,

2008).

En Venezuela, las enfermedades producidas por las especies del género
Candida, no han recibido la atencidén sanitaria por parte de los organismos
competentes, quizd se le atribuya a la naturaleza relativamente benigna de las
mismas, a excepcion de la candidemia profunda, a sus manifestaciones clinicas y a
la dificultad para la diferenciacion de estas especies complejas (D” Agostino,

1998).



Se han realizado estudios que demuestran la incidencia que tienen las especies
de Candida en pacientes pediatricos (Giusiano et al., 2000; Campos et al., 2003). Sin
embargo, en especial en el estado Sucre, no se han reportado investigaciones sobre
Candida en hemocultivos de pacientes de retén. Por lo antes descrito, es importante
analizar la frecuencia de especies de Candida spp., provenientes de hemocultivos de
pacientes del Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio

de Alcala”, Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Poblacion

Para la realizacion de este trabajo de investigacion, se examinaron muestras de
hemocultivos procedentes de pacientes de retén, con impresion diagnostica de
candidemia, los cuales fueron seleccionados de forma no aleatoria, sin distincion de sexo,
con o sin sindrome febril, provenientes del Servicio de Neonatologia del Hospital

Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Muestra poblacional
Se procedi6 a trabajar con 92 hemocultivos, provenientes del Servicio de
Neonatologia, de los cuales 90 resultaron positivos, confirmados en el laboratorio de

Micologia, durante el periodo comprendido entre febrero y julio del afio 2010.

Recoleccion y procesamiento de la muestra

En este estudio se siguieron los lineamientos establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion en seres humanos y la
Declaracion de Helsinki (CIOMS, 2002) que establece que: el trabajo de
investigacion estard solo a cargo de personas con la debida preparacion cientifica y
bajo la vigilancia de profesionales de la salud, se respetara el derecho a cada
individuo participante en la investigacion a salvaguardar su integridad personal, se
adoptaran las precauciones necesarias para respetar la intimidad, la integridad fisica y
mental del sujeto. Se les notificara, que sera respetar su decision de participar o no en
el estudio y de la confidencialidad de la informacion. Ademas, se les informara sobre
los alcances y objetivos de esta investigacion, asi como las ventajas y desventajas de

su participacion, esto con el propdsito de obtener el consentimiento.

Cultivo, aislamiento y purificacion

El procesamiento de hemocultivos se realizdé siguiendo los procedimientos



descritos por Koneman et al. (1999), técnica que fue modificada en el laboratorio de
Micologia (Anexo 1). El analisis micologico se llevd a cabo a través del aislamiento
primario de especies levaduriformes provenientes de hemocultivos en agar Sabouraud
dextrosa (SDA), ya que fue el medio glucosado mas indicado para realizar el
aislamiento primario. Se sembr6 por estrias. Con ayuda de una pipeta Pasteur estéril
se coloco una cantidad considerable de muestra en el medio de cultivo SDA, este
procedimiento se realiz6 por duplicado. Los medios fueron incubados en condiciones
de aerobiosis de la siguiente manera: uno a 37°C durante 24 horas, y el otro, a
temperatura ambiente durante 72 horas. Posteriormente, a cada uno de los tubos se le
realizé un repique en el medio de cultivo SDA, con la finalidad de verificar la pureza

de las mismas.

Cultivo en el medio CHROMagar

A partir del crecimiento de las diferentes especies fungicas aisladas en el SDA,
se procedié a realizar la siembra por estrias, con ayuda de un hisopo estéril en el
medio de cultivo cromogénico. Se empled el medio CHROMagar Candida, con la
finalidad de obtener un color caracteristico, segun la especie. Las placas se incubaron
en condiciones de acrobiosis, a 37°C, durante 24 horas. El fundamento de este medio
consiste en la deteccion de actividades enzimaticas por parte de las levaduras,
mediante la hidrolisis especifica de un substrato cromogénico en presencia de un
indicador, que orientd hacia la especie en estudio. Este procedimiento se realizod de

acuerdo a los esquemas descritos por Linares et al. (2001) (Anexo 2).

Estudio morfoldgico
A partir del aislamiento de las especies fungicas en los medios empleados, se
procedio a verificar las caracteristicas morfologicas de las colonias, tales como

tamafio, aspecto, forma, color, que orientaron hacia el grupo de hongos en estudio.

Con respecto a C. albicans en SDA, se observaron colonias de crecimiento



rapido, cremosas, de color blanco o ligeramente crema, lisas, convexas, de aspecto
mate u opaco. En agar cromogénico se visualizaron colonias de color verde claro o

verde esmeralda, ligeramente brillantes, lisas y convexas.

En relacion a C. glabrata en SDA, se observaron colonias de crecimiento
rapido, cremosas, de color blanco o beige, lisas, convexas, de aspecto ligeramente
brillante. En agar cromogénico se observaron colonias de color amarillo ocre,

moradas o marron claro, ligeramente brillantes, lisas y convexas.

C. parapsilosis en SDA se visualizaron colonias de crecimiento rapido,
cremosas, de color blanco o ligeramente crema, lisas, convexas, de aspecto mate u
opaco. En agar cromogénico se observaron colonias de color crema o marron claro,

lisas y convexas.

C. tropicalis en SDA se observaron colonias de crecimiento rapido, cremosas,
de color blanco, lisas, convexas, de aspecto mate u opaco. En agar cromogénico se
observaron colonias de color azul ptrpura intenso u oscuro con brillo metalico, lisas y

convexas.

C. krusei en SDA se visualizaron colonias de crecimiento rapido, cremosas, de
color beige, vellosas, planas, de aspecto seco u opacas y con borde micelial en
cultivos, con mas de 5 dias de incubacién. En agar cromogénico se observaron

colonias de color rosa palido, secas, planas y vellosas o aterciopeladas.

C. lusitaniae en SDA se observaron colonias de crecimiento rapido, cremosas,

de color crema, lisas, convexas y brillantes.

C. guilliermondii en SDA se visualizaron colonias de crecimiento rapido,

cremosas, de color crema a rosa palido, lisas, planas, y brillantes (Dolande et al.,
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20084a).

Observacion microscépica

A partir del crecimiento de las diferentes especies fungicas seleccionadas en el
SDA, se procedi6, con ayuda de una pinza, a colocar en un portaobjetos una cantidad
considerable de la muestra, posteriormente se agregd una gota de hidroxido de
potasio (KOH) al 20% y se cubri6 con una laminilla, lo que facilit6 la observacion, ya
que esta sustancia presenta un efecto clarificador, disolviendo los distintos elementos
celulares y dejando intacta la pared celular fungica. De igual manera, se realizo el
mismo procedimiento, pero utilizando como colorante el azul de lactofenol con la
finalidad de observar al microscopio la morfologia celular, que orient6 hacia el

microorganismo en estudio (Guevara et al., 2007).

Prueba de susceptibilidad antimicética

Para la realizacion de la prueba de susceptibilidad antimicética se empled el
método de difusion en agar, y se siguio los lineamientos establecidos por el Instituto
de Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI, 2009), estandarizados y publicados en
el manual M44-A2. El procedimiento se llevdo a cabo de la siguiente manera: se
tomaron de 3-5 colonias aisladas del microorganismo, identificado previamente del
SDA. Luego, con ayuda de un hisopo estéril, se sembr6 por diseminacién sobre la
superficie de la placa de agar Mueller Hinton modificado (con la adicion al medio de
glucosa y una solucioén stock de azul de metileno), la cual se dejé secar de 3-5
minutos. Posteriormente con ayuda de una pinza estéril, se presiond suavemente
sobre la superficie del agar, se colocaron los discos de antimicoticos de eleccion:
fluconazol (25 ng), y voriconazol (1 pg). Después, estas placas se incubaron a 37°C
durante 24 horas en aerobiosis, al cabo de cierto tiempo se procedio a realizar la
medicion de los halos de inhibicion y dependiendo del tamafo se clasificaron, segun
las categorias establecidas por el CLSI (2009), en sensible (S), intermedio (I) y

resistente (R).
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Para realizar el control de calidad, se emplearon cepas de Candida certificadas
por el Instituto de Higiene ‘“Rafael Rangel”, C. albicans 98289, C. krusei ATCC
6258, y C. parapsilosis ATCC 22019. Con estas mismas cepas se establecieron los
valores del didmetro de inhibicion utilizados en el laboratorio. Para la técnica
modificada; fluconazol: > 14 mm (S); 11-13 mm (I) y < 10 mm (R). Para

voriconazol: > 12 mm (S); 10-11 mm (I) y <9 mm (R).

Analisis estadistico

Para expresar los resultados obtenidos, se utilizd estadistica descriptiva,
reportandose en tablas y graficos de frecuencia (Morton et al., 1993). El grado de
concordancia o grado de acuerdo entre la sensibilidad de los distintos antifungicos se
comprobd mediante el test de Kruskal-Wallis. Una p menor a 0,05 se considerd

altamente significativo (Moort, 2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los meses de febrero a julio del afio 2010, se procesaron un total de 92
hemocultivos, provenientes de pacientes de retén del Servicio de Neonatologia del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA), de la ciudad de

Cumana, estado Sucre; de los cuales se obtuvo 90 aislados de Candida spp. (Tabla 1).

Tabla 1. Aislamiento de Candida spp. en hemocultivos provenientes del Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cumana,
estado Sucre. Febrero-julio de 2010.

Hemocultivos N° %

Positivo 90 97,83
Negativo 2 2,17
Total 92 100

N°: nimero de casos; %: porcentaje.

El aislamiento de Candida spp. en la mayoria de los hemocultivos pediatricos
procesados, es debido a que el sistema inmunologico del neonato es inmaduro, ésto
implica que, estos pacientes puedan desarrollar una candidemia sistémica. Segin
Esteves et al. (2009), es comin encontrar hemocultivos positivos para especies de
Candida en pacientes hospitalizados, el origen de las infecciones puede ser por

motivos de enfermedad, o adquiridas durante la estancia hospitalaria.

La infeccion neonatal por levaduras, ha emergido en las Gltimas décadas, como
un problema de salud importante en las unidades de cuidados intensivos neonatales.
El espectro de presentacion ha dejado de corresponder exclusivamente a brotes
epidemiologicos, para posicionarse dentro de los cinco primeros agentes causantes de

infeccion neonatal (Reyna et al., 2007).
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En la figura 1 se muestra la distribucion porcentual de las especies de Candida
que se aislaron de los hemocultivos utilizando el medio CHROMagar, evidenciandose
que C. krusei fue la especie mayormente aislada con 53%, seguido de C. albicans con
un 35%, C. glabrata (10%) y C. parapsilosis (2%).
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Figura 1. Distribucion porcentual de Candida spp. aisladas de hemocultivos,
utilizando el medio CHROMagar, provenientes del Servicio de Neonatologia del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cuman4, estado Sucre. Febrero-
julio de 2010.

En el presente estudio, C. krusei fue la especie de Candida con mayor
predominio aislada de los hemocultivos, es importante destacar que no se encontr6 en
la literatura resultados similares, sin embargo; Cantén et al. (2001), Dolande et al.
(2008b), Del Palacio et al. (2009), revelaron que el aumento de prevalencia de C.
krusei es objeto de debate; entre otros, los factores que se citan son la edad,
antecedentes de profilaxis antifungica con fluconazol y en pacientes con neoplasia
hematologica. Este aumento no sdlo es atribuible a los factores ya mencionados, sino
también al uso de nuevos sistemas para la identificacion de las levaduras que poseen
mayor especificidad y sensibilidad (Zuluaga et al., 2010). Estos resultados difieren
del estudio llevado a cabo por Pooli et al. (2006) y Orozco et al. (2009), donde C.

krusei se ubica en menor proporcion con una incidencia inferior al 10%.
En los ultimos afios, se ha observado un cambio importante en el
comportamiento epidemioldgico de las infecciones por levaduras, el aislamiento de

especies diferentes a C. albicans es cada vez mas frecuente y por consecuencia el
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incremento en la resistencia antimicética de estos microorganismos es en un inicio el
problema mas importante (Reyna et al., 2007).

Seglin investigaciones llevadas a cabo por Peman et al. (2006) y Orozco et al.
(2009), en Espafia y en el Hospital Universitario en Bogotd, Colombia,
respectivamente; C. albicans resulté ser la principal especie de Candida recuperada
en sangre en las unidades de cuidados intensivos neonatales, con cerca de las dos
terceras partes de los pacientes colonizados. Existe un estudio que demuestra que,
esta especie es la mas frecuente en casi todo tipo de muestras clinicas (Mujica et al.,
2004). Estos resultados no concuerdan con el presente estudio, ya que C. albicans se
aislo en el 35% de los casos, apreciandose un ligero declinar en el porcentaje de
aislamientos, la opiniébn mas extendida, es que el uso profilactico y empirico de

fluconazol ha contribuido a este cambio (Del Palacio et al., 2009).

La introduccion de la profilaxis con fluconazol en pacientes
oncohematologicos, a partir de 1990, redujo en forma significativa las infecciones por
C. albicans (Mujica et al., 2004). Se ha sugerido que una explicacion de la
emergencia de especies diferentes a C. albicans, seria la seleccion de especies menos
susceptibles a los agentes antifungicos. Sin embargo, las terapias a largo plazo y la
profilaxis parecen ser las responsables del desarrollo de resistencia, donde el

fluconazol juega un importante rol (Giusiano et al., 2003).

En relacion a C. glabrata, esta especie se aislé en un 10% de los casos, este
resultado coincide con el estudio llevado a cabo por Mesa et al. (2005), en el Hospital
Universitario de Maracaibo, Venezuela (2000-2002), donde esta especie también se
aislé en un porcentaje bajo (1,1%). La asociacion de C. glabrata como causa de
candidemia en adultos, podria explicar la baja frecuencia de esta especie en este
estudio, donde todos los aislados eran de origen pedidtrico; no obstante, se ha

asociado con un periodo prolongado de hospitalizacion y previa terapia antifiingica.
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Con respecto a C. parapsilosis, aparece como la especie de Candida con la
menor frecuencia en los aislamientos de hemocultivos (2%), dicho resultado es
comparable con la investigacion llevada a cabo por Rodriguez et al. (2005),
demostrando la incidencia de esta especie en neonatos en menos de 2%. Esto,
probablemente, se relaciona con la frecuencia de contacto del personal con los
pacientes o con la oportunidad para el lavado de manos de los mismos; ya que se ha
descrito como una de las especies con mayor posibilidad de colonizacién en manos
(Orozco et al., 2009). Esto difiere de otros reportes, donde C. parapsilosis es la
especie de Candida no albicans mas comtinmente recuperada de hemocultivos en
América Latina, Europa y Canada, (Giusiano et al., 2003; Mesa et al., 2005). Esta
especie ha sido responsable de la produccion de epidemias intrahospitalarias,
relacionadas con el mal manejo de los catéteres centrales o periféricos y por la
contaminacion de las soluciones de perfusion, que junto con la particular afinidad que
tiene esta levadura por los materiales sintéticos, contribuye a explicar su asociacion a
infecciones relacionadas a los catéteres (Canton et al., 2001; Mujica et al., 2004;

Dolande et al., 2008b).

El aumento de las infecciones causadas por Candida en los pacientes
hospitalizados, el incremento de los aislamientos de especies diferentes a C. albicans,
frecuentemente menos sensible a los antimicoéticos, y la resistencia a los antimicéticos
han creado la necesidad de identificar la especie de todos los aislamientos clinicos de
Candida, y conocer los perfiles de sensibilidad a los diferentes antimicoticos

(Zuluaga et al., 2010).

En la figura 2 se muestra la susceptibilidad de los aislados de Candida spp., se
encontrd6 que frente a ambos antimicoticos, el 57% de los aislamientos se
comportaron como sensibles y 43% resistentes, siendo esta diferencia no

significativa.
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Figura 2. Susceptibilidad de los aislados de Candida spp., provenientes de
hemocultivos de pacientes del Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre. Feb=~=~ 19 de 2010.

En el perfil de sensibilidad de los aislamientos de Candida spp. analizados en
este estudio, se observo que la mayoria de los aislados fueron sensibles al fluconazol
y voriconazol, lo cual concuerda con otras investigaciones donde se evidencid que las
especies de Candida presentaron buena actividad sobre ambos antimicoticos. (Arcaya

et al., 2006; Peman et al., 2006).

En la figura 3 se muestra la diferencia entre el didmetro del halo de inhibicion,
con respecto a ambos antimicoticos, donde es notable la alta sensibilidad que presentd

Candida spp. frente a voriconazol.
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Figura 3. Diametro del halo de inhibicion de los aislados de Candida spp., detectado
por el método de difusion en agar, A y C: Candida spp. contra voriconazol; B y D:
Candida spp. contra fluconazol.

Gutiérrez et al. (2007), realizaron un estudio similar para evaluar la
sensibilidad, donde se evidencid una actividad superior del voriconazol contra el
fluconazol, considerandose un importante indicador en la instauracion de la terapia

antifingica adecuada.

En la figura 4 se evidencia la susceptibilidad de los aislados de Candida spp.,
frente al fluconazol, los cuales fueron agrupados tomando en cuenta el predominio de
la especie y al diametro del halo de inhibicidon producido por la misma, observandose
que C. krusei y C. albicans presentaron moderada sensibilidad (63% y 31%

respectivamente), sin embargo; C. glabrata presento resistencia a este antimicotico.
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Figura 4. Susceptibilidad de los aislados de Candida spp. frente al fluconazol,
provenientes de hemocultivos de pacientes del Servicio de Neonatologia del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cumana, estado Sucre. Febrero-julio de

2010.

El desarrollo de los antimicoticos y su uso clinico, trajo como consecuencia
cambios epidemioldgicos, como la aparicion de cepas con resistencia secundaria y la
sustitucion de especies sensibles por otras con resistencia intrinseca, esto ultimo

relacionado especificamente al uso de fluconazol en terapia empirica (Dolande et al.,

2008b).

Segtin Zuluaga et al. (2010), C. krusei es una de las especies asociada a mayor
mortalidad (60%). Con respecto a la actividad de esta especie frente al fluconazol, se
observd que presentd buena actividad sobre este antimicotico (63%), sin embargo,
estos resultados difieren con la investigacion llevada a cabo por Thompson (2002),
Duran et al. (2003); Quindos et al. (2007), en la que se cita la resistencia intrinseca de
esta especie ante el fluconazol, el cual suele causar infecciones donde este se utiliza

como profilaxis.

C. albicans es la especie que se aisla con mayor frecuencia en casi todo tipo de
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muestras clinicas y unidades de hospitalizacion, especialmente en los hemocultivos, a
diferencia de este estudio en el que esta especie ocupo el segundo lugar. En cuanto al
comportamiento frente al fluconazol, el 31% de los aislamientos de esta especie
fueron sensibles a este antimicotico, situacion que es comparable con el estudio de

Arcaya et al. (2006), donde este antifingico también resulto ser efectivo.

Las especies de Candida tienen diferentes mecanismos de resistencia a los
farmacos, relacionados con los cambios estructurales en su pared celular y con los
blancos antifingicos, ¢éstos se eliminan por bombas de flujo externo. Forman
biopantallas, mutan sus receptores para prevenir la penetracion del farmaco, y
modifican las vias metabdlicas para eliminar los antifungicos rapidamente. EIl
reemplazo de moléculas de ergosterol por formas mas saturadas previene la uniéon con
el antifungico (Camacho et al., 2007). Aunque, cada uno de los mecanismos
mencionados puede disminuir la sensibilidad del hongo a los antifiingicos, sobre todo
al fluconazol, es muy probable que en la resistencia final estén implicados varios

mecanismos (Quindos et al., 2007).

En cuanto a C. glabrata, fue notable la resistencia al fluconazol (6%), los
resultados obtenidos son comparables con los de Martinez et al. (1998), y Blanco et
al. (2009), quienes reportaron que en los Gltimos afios esta especie ha emergido como
patdogeno oportunista y potencialmente resistente al fluconazol, esta condicion es
debida a un incremento en la sintesis del ergosterol dependiente del citocromo P-450
y la existencia de una bomba de eflujo activa para este antifungico, por lo tanto,
concentraciones subterapéuticas de fluconazol favorecen la aparicion de resistencias,
pudiendo incrementar la colonizacion y la infeccidon por esta especie en los pacientes

que han recibido profilaxis con este antimicotico (Peman et al., 2006).

El voriconazol ha sido recientemente admitido para el tratamiento de las
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candidemias en pacientes no neutropénicos. Su eficacia ha sido comparada a la de la
terapia estandar con anfotericina B, seguida o no de fluconazol, en dichos procesos
obteniéndose tasas similares de curacion, supervivencia y esterilizacion de los

hemocultivos, con ambas pautas terapéuticas (Pastor y Guarro 2007).

En la figura 5, se observa la susceptibilidad de los aislados de Candida spp.,
frente a voriconazol, agrupadas de acuerdo al orden de predominio y al didmetro del
halo de inhibicidon, donde se observo la buena efectividad que tienen los aislados de
C. krusei ante el antimicético, a diferencia del resto de las especies las cuales

presentaron resistencia al farmaco.
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Figura 5. Susceptibilidad de los aislados de Candida spp. frente al voriconazol,
provenientes de hemocultivos de pacientes del Servicio de Neonatologia del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumand, estado Sucre. Febrero-julio de
2010.
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En el caso de C. krusei, esta especie presentd alta sensibilidad al voriconazol
(85%), este resultado es comparable con el estudio de Fica (2004), Pastor y Guarro
(2007), Quindos et al. (2007), quienes demostraron que este farmaco presenta buena
eficacia clinica e inclusive en aquellas especies con resistencia al fluconazol
(Véasquez, 2004), ya que practicamente el 100% de los aislamientos fueron sensibles,
por tal motivo, es considerado el tratamiento de eleccion para infecciones causadas
por esta especie. Existen diferencias significativas entre los antimicoticos aplicados a

C. krusei (p < 0,05).

La duracién Optima del tratamiento antifungico de la candidemia es
desconocida. Hasta ahora se ha promovido un tratamiento prolongado con el fin de
prevenir complicaciones tardias debidas a focos metastaticos a distancia. Es posible
que su duracion y el desarrollo de complicaciones diferidas no tengan una relacion
tan lineal, como parece mostrar algiin estudio, sugiriendo que un tratamiento de dos
semanas o menos podria ser suficiente, siempre que la respuesta inicial sea favorable

(Salavert et al., 2008).

Con respecto a C. albicans, los aislados presentaron una notable resistencia
frente al voriconazol (64%), estudio similar al obtenido por Carrillo et al. (1997),
para quienes esta levadura desarrolla una resistencia emergente en pacientes que
reciben tratamientos prolongados con fluconazol; sin embargo, Pastor y Guarro
(2007), difieren de nuestro estudio, ya que ellos demostraron que en esta especie la
actividad del voriconazol es superior a la del fluconazol. Existen diferencias

significativas entre los antimicéticos aplicados a esta especie.

En este estudio, C. glabrata también resultd ser resistente ante el voriconazol
(18%), resultado que concuerda con la investigacion realizada por Pastor y Guarro
(2007), quienes revelaron que es bien conocida la existencia de aislados de esta

especie que presentan resistencia cruzada entre el fluconazol y los nuevos
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antimicoticos, lo que se traduce clinicamente en el fracaso terapéutico del voriconazol
en infecciones producidas por esta especie. No existen diferencias significativas entre

los antimicoticos aplicados a C. glabrata.

Aunque se conoce que C. parapsilosis es un patégeno nosocomial importante,
tanto en pacientes inmunocompetentes como en inmunodeprimidos, se aisla con
mayor frecuencia en pacientes pediatricos (Peman et al., 2006), sin embargo, los dos
aislados obtenidos presentaron resistencia al voriconazol (6%), este hallazgo es
similar al obtenido por Zuluaga et al. (2010), donde se evidencia un aumento de la
resistencia de esta especie, posiblemente relacionada con exposicion previa al
antifingico, a diferencia del estudio llevado a cabo por Peman et al., (2006), quienes
reportaron la alta sensibilidad de esta especie al voriconazol y al resto de los azoles.

No existen diferencias significativas entre los antimicoticos aplicados a esta especie.

En la practica, normalmente la terapia antimicética ha sido ya instaurada antes
de disponer de los resultados de laboratorio, situacién que conlleva a la aparicion de
resistencias, lo que ha traido como consecuencia mayor morbilidad y altos costos de
inversion en salud, lo que ha llevado a la necesidad de determinar en el laboratorio, el
tipo de agente antimicético y los patrones de sensibilidad a los farmacos, para la
seleccion efectiva de la terapia, hecho particularmente util en el paciente critico, en

especial recién nacidos.
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CONCLUSIONES

Este estudio demostré que de los 92 hemocultivos obtenidos, 90 resultaron

positivos para Candida spp. en neonatos.

El porcentaje de aislamientos en estos pacientes fue de 97,83%, la especie con
mayor predominio fue C. krusei (53%), seguida de C. albicans (35%), C. glabrata
(10%) y C. parapsilosis (2%).

Se observo en C. krusei y C. albicans sensibilidad al fluconazol, C. parapsilosis
presentd resistencia al voriconazol, y en cuanto a C. glabrata fue evidente la

resistencia a ambos antifingicos.

El voriconazol constituye una opcion terapéutica prometedora para el
tratamiento de la candidemia producida por C. krusei, a diferencia del resto de las

especies donde se observo resistencia a este antifingico.
Se comprobd que el uso sistemdtico del agar cromogénico permitid una

excelente identificacion de las especies de levaduras estudiadas de manera rapida,

orientando al médico tratante en la terapéutica adecuada y eficaz.
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RECOMENDACIONES

Implementar monitoreos periddicos de la susceptibilidad a los antimicéticos de
uso comun en nuestro medio empleando métodos cuantitativos, como la
concentracion inhibitoria minima (CIM), ya que, permitiria obtener mejores

resultados cuando los obtenidos por otros métodos son imprecisos.

Realizar la identificacion de las levaduras a nivel de especie y conocer la
susceptibilidad antifingica, para garantizar el tratamiento mas acertado y su mas
oportuna administracion a pacientes criticamente enfermos, ya que, el riesgo de
infeccion por especies resistentes y la constante amenaza de un cambio en la

distribucion de las especies es un problema cada vez mas creciente.

Creacion y fortalecimiento de laboratorios especializados en el diagnostico y
estudio de levaduras, lo cual traeria como consecuencia un despliegue cada vez

mayor sobre el conocimiento de éstos microorganismos.
Promover una estrategia en la terapéutica con fluconazol, mediante la

aplicacién de una concentracion mayor de éste farmaco, en los casos donde se

observo resistencia a este medicamento.
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ANEXO 1

PROCESAMIENTO DE HEMOCULTIVOS

Muestras de hemocultivos

Tubos con SDA

Incubacion Temp. amb.
37°C/24h 72h

I Repique en placas de SDA

[

# Incubacion Temp. amb. = =
BT e

;‘&'1

f

Colonias puras

Fuente: Koneman et al., 1999. (Técnica modificada en el laboratorio de Micologia del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”).
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ANEXO 2
ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Candida spp.
Cultivo en agar Sabouraud dextrosa (SDA)

Cultivo en CHRO!Llagar Candida

Colonias Colonias Colonias Colonias Otros
VerdFs azules violetas rosas colores
Cultivo a 45°C Identificacion
| C. tropicalis C. glabrata C. krusei mediante
I | | es'tu(?ioi.de
Tr I_ ‘ asimila¢ion

C. albicans C. dubliniensis } i )
Confirmar la identificacion

mediante pruebas morfologicas
y/o bioquimicas

Fuente: Linares et al., 2001.
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OBJETIVOS

General

Analizar la frecuencia de especies de Candida spp. aisladas en hemocultivos,
provenientes del Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald”, y la susceptibilidad antimicotica frente a fluconazol y

voriconazol.

Especificos

Aislar Candida spp. en hemocultivos provenientes de pacientes recluidos en
retén del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.

Identificar especies del género Candida aisladas de los hemocultivos, utilizando
el medio CHROMagar.

Determinar la susceptibilidad antimicética frente a fluconazol y voriconazol de

las especies aisladas.
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