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RESUMEN

Introduccion: La colonizacion por Candida spp. es un paso importante en el
proceso de patogénesis, que pueden llevar a una candidiasis y/o candidemia, que
incluye varios pasos, ademas de estar influenciados por el sistema inmune y la
interaccidon entre hongos y/o bacterias. Dentro de los factores de riesgos que se
han descrito esta la diabetes mellitus, la diabetes no controlada favorece un grupo
de infecciones, que puede traer diversas complicaciones para el paciente que
afectan diferentes érganos, asi como infecciones con una respuesta muy lenta a la
terapéutica. El fluconazol es uno de los antifUngicos mas utilizados para las
infecciones por Candida, un aspecto fundamental es la creciente resistencia a
antifingicos, ademas del hecho que Candida glabrata y Candida krusei presentan
resistencia intrinseca a los azoles, lo cual complica aln mas el panorama de
estas infecciones en el paciente diabético, por lo que se hace importante identificar

y evaluar la susceptibilidad a fluconazol en este grupo de pacientes.

Objetivo: Identificar molecularmente y evaluar la susceptibilidad a fluconazol de
Candida spp. colonizante de pie en pacientes diabéticos que asisten a un

programa de promocion de la salud.

Métodos: Estudio descriptivo, transversal, de 2012 a 2013. Que incluyd la
identificacion y evaluacion de la susceptibilidad a fluconazol en Candida spp.
colonizantes de pie en pacientes diabéticos, ademas de las caracteristicas

epidemiologicas.



Resultados: Se analizaron 172 pacientes, en los que se identifico 7 C. albicans
(7,5%) y 86 C. no albicans (92,4%). Donde C. parapsilosis fue el microorganismo
mas frecuente, colonizando tanto a pacientes diabéticos (65,6%) como no
diabéticos (34,3%). Respecto a la susceptibilidad a fluconazol, de los 93
aislamientos, el 90% fue susceptible y se encontrd sensibilidad dependiente de la
dosis (SDD) en un 10%.

Conclusiones: Las especies de C. no albicans predomina como colonizantes,
especialmente C. parapsilosis, esta identificacion contribuye a conocer las
especies de Candida que colonizan este grupo de pacientes. No se hall6 cepas
resistentes a fluconazol, por lo que se hace importante realizar en forma constante

estudios.

Palabras claves: Candida, diabetes mellitus, fluconazol, susceptibilidad
antifangica.



I.INTRODUCCION

El género Candida es un hongo que se encuentra distribuido en la naturaleza,
algunas especies pueden generar infecciones en los seres humanos [1, 2]. Las
especies de Candida son microorganismos comensales que conforman la
microbiota de la piel, la mucosa oral, el tubo digestivo y los genitales [3-7]. Una de
las especies mas significativas es Candida albicans, ya que es frecuentemente
aislada en individuos colonizados, seguida por Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida guillermondii, Candida krusei, Candida
lusitaniae, Candida incospicua, Candida lipolytica y Candida novergensis, las
cuales se identifican comunmente como Candida no albicans (CNA) [2, 6, 8, 9].
Ademas de las anteriores, se han reportado algunas emergentes, ubicadas dentro
del complejo de C. parapsilosis, las subespecies de C. parapsilosis-sensustricto,
C. orthosilopsis y C. methasilopsis descritas recientemente [10, 11].

En Colombia se han realizado algunos estudios de colonizacion y las especies que
mas predomina son C. albicans, C. guillermondii y C. parapsilosis, con una
frecuencia de un 48% [12]. Aungque se han hecho pocos estudios en nuestro pais,
se reporta un porcentaje a C. no albicans de un 56,4% [13]. Asi mismo, las
especies que mas predominan van a depender del sitio anatémico, la ubicacion

geografica y edad [13].

Candida spp. es la cuarta causa principal de causar infecciones en los Estados
Unidos, cuyas cifras oscilan entre un 8 y 15%, asociadas a una alta morbilidad y
mortalidad [6, 10, 14]. Durante los ultimos afios, en Europa, Asia 'y Sur América; se
ha presentado un incremento por C. parapsilosis y C.albicans [10]. En Estados
Unidos, se ha reportado que C. albicans representa el principal agente etiolégico,
con valores que van del 38,8% al 79,4% y las otras especies de Candida no
albicans como C. glabrata en un 20-25%, C. tropicalis en un 10% y C. parapsilosis
en un 15-20% [15].



Los factores de riesgo mas significativos para la aparicibn de candidiasis
involucran los tratamientos prolongados con antibiéticos, esteroides, farmacos
inmunodepresores, diabetes, leucemia, linfomas, pacientes con nutricion

parenteral, neutropénicos, SIDA, desnutricion y edad avanzada [2, 16, 17].

La infeccion por Candida spp. depende en gran medida de una alteracion en el
equilibrio de la microbiota y de factores de riesgo, condiciones que conllevan a
Candida spp. a pasar de comensal a patdgeno oportunista, causando infecciones
superficiales y sistémicas como candidiasis cutaneas, orofaringeas, vulvovaginal,
mucocutanea croénica, sistémica y diseminada [2, 18-23]. Los pacientes diabéticos
estan predispuestos a infecciones por Candida spp. debido al aumento de los

niveles de glucosa, ademas que su sistema inmune se ve afectado [17, 24-30].

La diabetes no controlada presenta mayor complicacion con una respuesta de
hiperglicemia, este aumento significativo de la glucosa crea un ambiente
hiperglucémico que afecta la funcion de los leucocitos como la disminucion de la
quimiotaxis, la fagocitosis, la adhesion, la actividad bactericida, la explosion
oxidativa de los polimorfonucleares (PMN) que se inhiben por las altas
concentraciones de glucosa, por esta razén hay una disminucién de lisis del
patdgeno intracelular que se produce en ambientes hiperglucémico, aumentando
la virulencia de varios patégenos, especialmente de Candida albicans que inhibe
el complemento mediado por la fagocitosis y causa la infeccion [24, 31, 32], de ahi

la importancia de conocer la relacidén que existe entre diabetes y Candida spp.

Las infecciones en este tipo de pacientes son polimicrobianas, sin embargo; se
han demostrado un importante aumento de Candida spp. [33], la colonizacién de
la piel y los pies de los pacientes diabéticos por Candida spp. causa un aumento

en el riesgo de candidiasis interdigital [34].

10



Por lo anterior, es importante conocer que especies de Candida coloniza los
espacios interdigitales de los pies en pacientes diabéticos, debido a que la

adhesion es el primer paso en la colonizacidén para desarrollar candidiasis [17].

Las nuevas opciones terapéuticas han cambiado el tratamiento de candidiasis,
gracias al adelanto de nuevos antifingicos, mas eficaces y de menor toxicidad
frente al uso del fluconazol a nivel mundial [35, 36]. Sin embargo; la aparicion de
cepas resistentes no se ha hecho esperar, se ha reportado resistencia intrinseca y

adquirida en Candida. krusei y Candida glabrata a fluconazol [37-40].

En la actualidad los agentes antifUngicos mas utilizados para la candidiasis son los
qgue se dirigen a la membrana como los polienos, derivados de azoles, alilaminas;
en el caso de la anfotericina B, su uso ha disminuido, debido a la toxicidad aguda
y cronica que produce a nivel de la funcién renal; sin embargo, se utiliza en un
namero reducido de pacientes, mostrando resistencia para Candida lusitaniae [41].
Se ha reportado resistencia a los azoles, debido al uso frecuente de la terapia
preventiva o empirica antifungica en pacientes con factor de riesgo o alteracion del
sistema inmune [40]. La resistencia antifingica a nivel mundial ain no presenta
aumento, universalmente la resistencia a fluconazol se encuentra entre 3-13%
[42].

Teniendo en cuenta lo anterior, se hace necesario conocer el comportamiento de
Candida spp. en pacientes diabéticos, lo cual puede permitir el establecimiento de
medidas de control e implementar estrategias en el manejo y prevencion de la
candidiasis, ademas de conocer la susceptibilidad en estas especies. El presente
trabajo se direcciond hacia la identificacion y evaluacién de la susceptibilidad a
fluconazol de Candida spp. colonizantes en pie de pacientes diabéticos

pertenecientes de un grupo de la salud en Turbaco-Bolivar.
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ll. MARCO TEORICO

1. Candida spp.

El género Candida, es un hongo que pertenece a la clase ascomycetes, de la
familia sacharomycetales, Candida spp. es un microorganismo eucariote, aerobio,
el cual puede estar en forma de hifas, pseudohifas o tubos germinales y en
algunas situaciones se presenta en estado teleomorficos [43]. C. albicans es
considerada la mas virulenta e importante en este grupo, la cual se caracteriza por
ser polimorfica, es decir; puede crecer como levaduras en gemacion y/o
blastoconidias, seudohifas o hifas, puede formar clamidosporas, presentar
cambios fenotipicos, mecanismo importante en la forma de apareamiento y la
formacion de biopeliculas [44], su caracteristica mas importante es el dimorfismo,
capacidad de pasar de levadura a hifas [20]. Otras especies como C. tropicalis, C.
krusei, C. glabrata, C parapsilosis y C. dubliniensis puede también ser

responsables de procesos infecciosos [2, 43].

Candida spp. se encuentra en el medio ambiente y puede estar colonizando la
piel, la mucosa oral, el tracto intestinal y genital de personas sanas, aunque en
ciertas condiciones puede causar infecciones [1, 2]. A nivel de la mucosa oral,
vaginal y/o sistémica, se origina una diversidad de entidades clinicas dentro de las
cuales estan la candidiasis cutanea, infecciones en la mucosa oral, vulvovaginal,
balanoprepucial, paroniquia, onicomicosis, mucocutanea cronica y en pacientes

hospitalizados candidemia, causando altas tasa de morbilidad y mortalidad [2, 45].

2. Relevancia epidemioldgicay clinica de Candida spp.

En las dltimas décadas se ha presentado un aumento en los casos de candidiasis
[46]. Siendo esta una entidad cosmopolita y oportunista, la colonizacion por
Candida spp. se presenta después del nacimiento con gran afinidad por las

mucosas [1, 10]. C. albicans y C. glabrata se encuentra colonizando el tracto
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intestinal y vaginal [2, 47]. En mujeres sanas se han manifestado infeccion vaginal
por Candida spp. y un 5% se ha observado infecciones recurrentes [5]. C.
parapsilosis coloniza la piel y presenta gran capacidad de formar biopeliculas, se
adquiere por dispositivos médicos cOmo catéteres, protesis y/o por las manos de
los trabajadores de la salud [10, 48]. Candida spp. se ha reportado en pacientes
hospitalizados con una alta mortalidad en un 80%, siendo C. albicans la mas
prevalente, sin embargo; algunas Candida spp. han presentado resistencia al
fluconazol [38, 46, 49]. Debido a que Candida hace parte de la flora comensal,
este puede ser una causa importante para desarrollar infecciones superficiales,

sistémicas e invasivas cuando hay factores que ayudan a su propagacion [38].

3. Formas clinicas de la candidiasis

3.1. Candidiasis de la mucosa oral: Se manifiesta de dos formas aguda y
cronica. En la forma aguda, la entidad mas importante es la seudomembranosa se
caracteriza por la presencia de placas cremosas y blanquecinas, que al ser
despegadas quedan ulceras. En la seudomembranosa se encuentran células
epiteliales descamadas, fibrina, tejido necrético, células inflamatorias. Otra forma
clinica es la glositis aparece en la porcion media o posterior del dorso lingual,
afectando a diabéticos y fumadores [2]. La estomatitis se presenta en individuos
con protesis dentales, las cuales puede cursar con enrojecimiento, ardor y dolor [2,
43, 50].

En la candidiasis atréfica las lesiones son rojizas, sin placas blanquesinas, se
observa en el paladar, aunque siendo asintomatica puede provocar picor. Aparece
en pacientes con tratamiento de antibioticos prolongados, xerostomia y Sida [43,
50]. En la forma crénica se encuentra la queilitis angular, observandose fisuras de

color blanco en las esquinas de la boca y leucoplasia [2]. Las lesiones son
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manchas blanquecinas localizadas con bordes irregulares, no se desprenden, se

manifiesta en la mucosa oral especialmente, en la comisura labial y lengua [2, 50].

3.2. Candidiasis genital

3.2.1. Vaginitis candidiasica: Es importante resaltar que Candida spp. hace parte
de la flora comensal de la vagina en un 20-50% [7], sin embargo; cuando se
presenta una alteracion en equilibrio de esta microbiota, debido a una carga
hormonal o inmunosupresion aparece la candidiasis vulvovaginal aguda (CVV) [7].
En mujeres sanas puede observarse dos o mas episodios durante su vida,
también suele manifestarse infecciones recurrentes de un 5-8% con cuatro o mas
episodios en el afio [5, 10]. Su sintomatologia es leucorrea, ardor en la vulva,
picor, inflamacion, prurito [2]. Se presenta especialmente en mujeres embarazadas
entre un 20-60%, en mujeres con dispositivo intrauterino y/o que ingieren
anticonceptivos orales, se asocia con diabetes mellitus, obesidad y/o corticoterapia
[2, 43].

3.2.2. Balanitis candidiasica: Se manifiesta con péapulas, pustulas, dolor y
secreciones en glande y prepucio. Los factores para desarrollar este cuadro son
falta de aseo en el area genital, la diabetes mellitus y/o la inmunosupresién, se da
a consecuencia de parejas con diagndsticos de vaginitis candidiasica y/o en el

post operatorio de individuos circuncidados [2].

3.3. Candidiasis cutanea

3.3.1. Candidiasis intertriginosa: Para que esta entidad se desarrolle deben
existir unos factores predisponentes como es la humedad, la maceracion, el calor
y obesidad [2]. La zona afectada son las axilas, ingle, debajo de los senos, los
intertrigos de dedos de las manos y/o pies, se manifiesta con secreciones, ardor,

erupcion y/o dolor [2, 47].
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3.3.2. Onicomicosis por Candida spp.: Es una infeccidon que se presenta en las
ufas, los factores que se encuentran asociados son diabetes mellitus,
traumatismo y/o el exceso de humedad. Se presenta especialmente en las ufias
de las manos [2, 10, 34, 47, 48]. Otra forma clinica es la onicdlisis, se caracteriza
porque hay desprendimiento de la uiia con un color que inicia amarillo hasta llegar
al verde, observandose en escaso porcentaje [2, 47]. Paroniquia se presenta con
mayor frecuencia que la onicdlisis, inicia en el pliegue proximal cursando con

edema, irritacion, dolor a la palpacion [2, 47].

3.4. Candidiasis mucocutanea crénica: Es poco comun, se manifiesta en nifios
especialmente en cara, piel, cuero cabelludo y manos. Cursando con
engrosamiento de la piel, tejidos subcutaneos y dolor [2] . Se produce dafio en el
estado inmunolégico con deficiencia en migracién y actividad polimorfonucleares,

escasas inmunidad celular y gammaglobulinemias [2, 43, 47].

3.5. Candidemia: En la actualidad se esta presentando un incremento con alta
tasas de mortalidad en un 38%, especialmente en aquellos pacientes que se
encuentra en unidad de cuidados intensivos (UCI) [6, 10, 51]. Este tipo de
infecciones aumenta el riesgo de fallecer, la duracién en el hospital y el gasto
asistencial [46]. Se puede manifestar con fiebre y/o escalofrios confundiéndose

con una infeccion bacteriana [10, 43].

4. Proceso de Interaccion entre hospedero y Candida spp.
La candidiasis es una enfermedad oportunista, que ha aumentado en las Ultimas
décadas, en individuos que presentan factores de riesgos tales como; diabetes

mellitus, VIH (+), cancer, entre otros [52]. Asi mismo va a depender de varios

factores, como la alteracidén en las células del hospedero, el sistema inmune del
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paciente, de los factores de virulencia y de las condiciones para que se lleve a
cabo la interaccion hospedero-parasito [53].

4.1. Colonizacion por Candida spp.

Candida spp. es un microorganismo comensal que se encuentra colonizando en
escasas cantidades la mucosa oral, el tracto gastrointestinal y/o genital [2]. La
colonizacion de las especies de Candida implica mantener la poblacion estable de
levaduras, estas son permanentemente retiradas del hospedero, para sobrevivir y
permanecer colonizando, debe crear estrategias que le permitan adherirse y
replicarse [54]. En el epitelio, la mucosa posee un sistema complejo que difiere la
forma colonizante que son las levaduras, de la forma invasiva que son las hifas
[55]. Concomitante, Candida spp. puede colonizar, pero no invade, al presentarse
un dafo en la mucosa o en los pacientes inmunocomprometidos, puede causar
una enfermedad invasiva propagandose a través del torrente sanguineo a los
organos distales [20]. En individuos sanos la respuesta inflamatoria por Candida
spp. es limitada por una carga fangica baja, que se mantiene bajo control por la
flora bacteriana en competencia y la morfologia del hongo que tiene una
exposicion limitada superficie de PAMP, como 8 1,3 D glucano que se encuentra

en forma de levadura [55].

4.2. Factores de virulencia

Para que Candida spp. cause la infeccion, debe estar asociado a un factor de
riesgo y a la capacidad de expresar sus genes [43]. Para favorecer la
patogenicidad se requiere de unos factores de virulencia, los cuales le permiten
colonizar, infectar, evadir el sistema inmune y causar la infeccion en el hospedero
[44, 56]. Dentro de los cuales se encuentran las proteinas, importantes para la
adhesion e invasion en las células epiteliales, estas proteinas se encuentran en la

capa externa de la pared celular, predominando los tipos mananos [55]. También
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se encuentra una capa interna compuesta por quitina, p-1,3 glucano y B-1,6

glucano, componentes importantes de la pared celular, trascendental para que

Candida spp. emplee unas estrategias claves para evadir el sistema inmune [3,

55].

Dentro de los factores de virulencia se encuentra la produccion de enzimas

hidroliticas extracelulares como aspartil proteinasas (SAP), fosfolipasas, lipasas,

adhesinas, formacién de biopeliculas, el cambio fenotipico, el dimorfismo y/o la

captacion de hierro [5, 55-58].

4.2.1.

4.2.2.

Dimorfismo: La conversion de levadura a hifa es lo que se llama
dimorfismo, esta transiciéon dada por diferentes inducciones es el factor
de virulencia mas importante de C. albicans [1, 20, 44, 55]. Para que
este dimorfismo se presente, deben realizarse una diversidad de
condiciones ambientales tales, como la temperatura a 37°C, el pH debe
estar igual o mayor a 7.0, la concentracion de CO, en un 5.5%, la
presencia de glucosa y/o fuentes de carbono en suero que provoquen el
desarrollo de hifas [44, 59]. Este dimorfismo se ha asociado a cambios
en los hidratos de carbono y proteinas que se encuentran en la pared
celular [3, 55].

Cambio fenotipico: Para causar la invasion C. albicans requiere de
estrategias para infectar tejidos, dentro de los cuales se encuentran,
cambiar la morfologia, la superficie celular, la apariencia de la colonia,
propiedades bioguimicas y metabdlicas, por lo que es un factor de
virulencia importante durante la invasién y/o establecimiento de la
infeccion [20]. Las colonias tienen la capacidad de cambiar su forma y
apariencia como lisa, rugosa o punteadas [44]. El cambio mas conocido
es blanco-opaco, las colonias de color opaco producen aspartil

proteinasas 1 y 3, las cuales se consideran las menos virulentas y las
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4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

colonias de color blanco son las mas virulenta secretando aspartil
proteinasa 2 [44, 48].

Proteinas extracelulares: Es una propiedad bioquimica muy
importante durante el proceso de infeccion, debido a que facilita la

adhesion e invasion a los tejidos [5].

Aspartil proteasas (Sap): Las proteasas estan asociada a una familia
de 10 isoenzimas aspértico proteinasa (Sap), codificada por los genes
Sap del 1 al 10, siendo un factor importante de patogenicidad
especialmente para Candida albicans [5, 56]. Estas Sap tiene la
capacidad de colonizar e invadir los tejidos en el hospedero [10, 60]. En
las especies de Candida albicans, C. tropicalis y/o C. krusei presentan
actividad Sap 5 y 9, las cuales tienen la capacidad de invadir y
diseminarse durante la infeccion [8]. La produccion de Sap varia entre
Candida spp., por lo cual aun sigue en estudios en algunas especies
[10]. Un factor importante que ayuda a la patogénesis y a desarrollar
candidiasis en diferentes partes del cuerpo del individuo es el pH, el cual
debe estar entre 2.0y 7.0 [44].

Fosfolipasas: Son enzimas capaces de hidrolizar uno o0 méas enlaces
éster en glicerofosfolipidos, alterando la membrana en el hospedero
[10]. Diversos estudios han demostrado la actividad de esta enzima en
C. albicans, pero para algunas Candida spp. aun no esta claro el papel
de la actividad de esta enzima [10, 44]. Se ha descubierto que secretan
cuatro clases de enzimas la A, B, C y D, siendo la mas importante B,
debido a que presenta actividad lisofosfolipasa- transacilasa e hidrolasa
[44].
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4.2.6.

4.2.7.

4.2.8.

Lipasas: Son enzimas que tienen un papel importante en la adquisicion
de nutrientes, adhesién en células y/o tejidos e iniciacion de procesos
inflamatorios, en C. albicans se ha encontrado 10 genes de lipasas y
para C. parapsilosis 2 [10, 48].

Formacién de biopeliculas: Las biopeliculas son comunidades
asociadas a la superficie de microorganismo dentro de una matriz
extracelular, esta matriz estd compuesta por polisacaridos que contiene
manosa y glucosa [10, 48]. La patogenicidad de C. albicans para formar
las biopeliculas, depende en gran medida de la capacidad de expresar
sus genes, los cuales les permiten adherirse a los tejidos o dispositivos
meédicos tales como catéteres venosos, periféricos, hemodialisis y/o
catéteres de didlisis peritoneal [6, 10]. También le permite participar en
la sintesis de hidratos de carbono y en la resistencia antifingica
restringiendo la entrada del farmaco a través de la matriz [55]. La
capacidad de formar biopeliculas en C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata en los dispositivos médicos se ha asociado con
una alta mortalidad en individuos que se encuentran hospitalizados [8,
10, 44, 61].

La adquisicion de hierro: La adquisicion de hierro es un factor de
virulencia muy importante durante la infeccion. El hierro se encuentra
unido a proteinas tales, como hemoglobina, lactoferrina, transferrina y/o
ferritina sirviendo como fuente de hierro para Candida spp. las cuales
son utilizadas a través de la unién directa, la degradacion y/o captaciéon
del hierro [20]. C. albicans para adquirir el hierro necesita la expresion
de genes, de los cuales se han descrito tres formas, la primera es la
utilizacién de los receptores Rbt5 y Hmx1 para obtener el hierro de la
hemoglobina, la segunda es a través de los sideroféros y por ultimo

obtener el hierro libre que se encuentra en el medio [44, 62].
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4.2.9. Factores de virulencia descritos en cada una de las Candida spp.

4.2.9.1.

4.2.9.2.

Candida albicans: Ha desarrollado un amplio repertorio de
mecanismos de virulencia que permite la colonizacién y la
infeccion del hospedero con éxito. La actividad proteolitica
extracelular juega un papel importante en la patogenicidad de C.
albicans y es producido por una familia de 10 aspartil proteinasas
(proteinas SAP), SAP2 se sabe que degradan muchas proteinas
incluyendo moléculas que protegen las superficies mucosas tales
como mucina y la inmunoglobulina A secretora (IgA) [5].Esto no
s6lo podria proporcionar nitrdgeno esencial para el crecimiento,
sino que también podria mejorar la unién, la colonizacién y la
penetracion del tejido hospedero mediante la eliminacién de
barreras. Otros factores de virulencia es la formacion de hifas,
adhesion, el cambio fenotipico y el dimorfismo este ultimo es la

transicion de comensal a patégeno [63].

Candida parapsilosis: Se sabe poco acerca de los factores de
virulencia de esta especie, dentro de los cuales se han descrito,
la adhesion importante para unirse a células, tejidos vy
dispositivos médicos, que facilita la formacion de biopeliculas
causando dafos al hospedero. La Formacion de la biopelicula es
precedida por la adhesién a los tejidos o dispositivos médicos,
presumiblemente resultantes en un cambio en la morfologia del
organismo y comportamiento [44]. Las biopeliculas en
C. parapsilosis pueden ocurrir en diversos dispositivos médicos,
incluyendo los catéteres venosos centrales y/o periféricos,
hemodidlisis, catéteres de didlisis peritoneal, protesis

intracardiacas y protesis articulares. Como un comensal de la piel
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4.3.

4.2.9.3.

humana, el organismo puede entrar en contacto con los
dispositivos medicos, sobre todo en ambientes hospitalario,
donde se producen fallas en la higiene adecuada de las
manos. Y otro factor es la secrecion de las enzimas aspartil
proteinasas (Sap) facilitan la invasion y colonizacion del tejido en
el hospedero mediante la interrupcion de las membranas
mucosas Yy degradante inmunolOgica importante y proteinas de
defensa estructurales, como la inmunoglobulina G (IgG) cadenas
pesadas, en comparacion con C. albicans, C. parapsilosis tiene

menos actividad Sap [10].

Candida tropicalis: Uno de los factores detallados son las
proteasas importante para colonizar e invadir tejidos, presentado
actividad solo la Sap 5y 9. La formacion de biopeliculas asociada
a dispositivos médicos es otro factor de virulencia que le permite

adherirse y asi causar la infeccion [44]

Factores predisponentes para desarrollar una infeccién por

Candida spp.

La colonizacién por Candida spp. es un proceso dinamico en el cual se da en

varios pasos, la union a la célula, entrada, crecimiento, la persistencia, todo esto

influenciado por el sistema inmune del individuo [64]. Para causar infecciones,

Candida spp. debe colonizar y ocasionar una lesion superficial, luego producir

alteraciones profundas y por ultimo complicaciones sistémicas [20]. Para pasar de

comensal a patdgeno oportunista, Candida spp. necesita en determinadas

circunstancias, que existan unos factores de riesgos [65].

Dentro de los factores endbégenos, se encuentran la colonizacién previa por

Candida spp., la diabetes mellitus, la desnutricion, la alteracion en el sistema
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inmune como la infeccion por VIH/SIDA, la edad y/o unos factores exégenos como
la presencia de catéteres venosos centrales, la nutricion parenteral, el uso de
antibioticos de amplio espectro debido a que alteran la flora bacteriana,
favoreciendo el desarrollo de levaduras a nivel del tracto intestinal, ademas del
uso de corticoesteroides, cirugia abdominal, procesos invasivos y/o el ingreso a la
UCI [2, 20, 42, 46, 65-67]. Por todo lo anterior, la colonizacion por Candida spp. es
un requisito previo para desarrollar candidiasis y cualquiera de estos factores
facilita el desarrollo de infecciones, que van desde la forma superficial hasta la

diseminacion e invasion de 6rganos [55, 64].

4.4. Proceso de patogénesis

El primer paso de Candida spp. para la colonizacién, es adherirse a las células
epiteliales, para posteriormente causar infeccion [17], papel importante que juega
los receptores en el hospedero, los cuales interactian con la células epiteliales,
siendo importante para que Candida spp. exprese sus factores de virulencia [68].
Candida spp. puede crecer como levaduras, pseudohifas e hifas, las levaduras se
encuentran sobre la superficie de las células epiteliales y las hifas permanecen en
el sitio primario de la infeccion, en las capas epiteliales y tejidos [55]. La presencia
de tubos germinales indica el crecimiento de hifas, siendo atribuido en la
patogénesis de las candidiasis [17]. En la pared celular, se encuentran unas
manoproteinas conocidas como adhesinas que interactian con la superficie
celular, las ALS que son importantes en la adhesion, ademas del dimorfismo que
contribuye a la patogenicidad de Candida spp. al permitir a la levadura, sobrevivir
en ambientes adversos y alterar su antigenicidad superficial, evadiendo los

mecanismo del sistema inmune y eludir el tratamiento antifingico [68].
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5. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica que aparece, cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
adecuadamente la insulina que produce [69]. En las ultimas décadas a nivel
mundial, se presenta una alta morbilidad. La diabetes mellitus se clasifica en
varios tipos, la diabetes tipo 1 o insulino dependiente, se produce de forma
deficiente la insulina, presentandose lesiones en la células B pancreaticas por
causa desconocida o por dafio en el sistema inmune, iniciando en la infancia
[28].La diabetes tipo 2 o no insulino dependiente, se presenta porque la insulina es
utilizada de forma inadecuada y la diabetes gestacional, es cuando se desarrolla

intolerancia a la glucosa y/o es manifestada durante el embarazo [28].

La diabetes tipo 2 presenta una fase asintomatica entre el inicio del aumento de la
glucosa y su diagnéstico, por lo cual dura entre 4 hasta 7 afios, por lo que un 30-
50% de estos pacientes permanecen sin diagnosticar [70]. Los sintomas de
diabetes son excesiva sed, llamada polidipsia, deseos de orinar constantemente
(poliuria) y hambre (polifagia). Ademas de pérdida de peso, trastornos visuales y
cansancio [68].

5.1. Diagnostico y control de la diabetes mellitus

El diagnostico se realiza en sangre, realizando una glicemia en ayunas
considerando que para definir un paciente diabético, se deben encontrar los
valores de glicemia en 126 mg/dL o mas alta, una glucosa después de dos horas,
con una carga de 75g de glucosa, cuando se registra un valor en 200 mg/dL o
mayor y/o cuando se realiza una glucosa ocasional arrojando un valor mayor de
200 mg/dL [28]. En la diabetes gestacional se considera que se presenta, después
de una carga de 75g de glucosa, en una glicemias en ayunas 100 mg/dL; 1 hora
post- carga de 180 mg/dL y a las dos horas 150 mg/dL. Las mujeres que refieran

diabetes antes del embarazo, deben estar supervisada [28]. Otra prueba que se
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realiza, es la hemoglobina glicosilada (HbA1c) esta prueba permite medir el nivel
de promedio en los ultimos tres meses, mayor que 6,5% sugiere diabetes [28].

5.2. Complicaciones de la diabetes mellitus

Con el transcurrir del tiempo, la diabetes trae consecuencias a largo plazo, dentro
de las cuales se encuentran las complicaciones microvasculares vy
macrovasculares [33]. En los pacientes diabéticos, la hipertension y
anormalidades en el metabolismo de las lipoproteinas suelen desarrollarse [69].
Dentro de las complicaciones microvasculares se describen; la retinopatia es una
de las complicaciones mas comunes, el riesgo de desarrollar depende de la
duracion y los altos niveles de glucosa, con la presencia de hipertension arterial,
reportandose 10.000 nuevos casos de ceguera cada afio en Estados Unidos [71].
Se puede presentar de dos formas: una como pequefas hemorragias en las capas
medias de la retina y la otra es la formacién de nuevos vasos sanguineos en la
retina, lo cual conduce a hemorragia vitrea [71]. La nefropatia es la principal causa
de insuficiencia renal, presentandose perdida de proteina > a 500 mg en 24 horas,
esta se presenta en diabetes tipo 1 y 2 [71]. La neuropatia diabética se define
como la presencia de signos y sintomas de disfuncion del nervio periférico, se
puede manifestar en neuropatias sensoriales y/o multifocales, mas del 80% se
producen después de una ulceracion del pie [71]. Los sintomas son ardor,
hormigueo, dolor, perdida de la sensibilidad [33].

En las complicaciones macrovasculares se encuentra la aterosclerosis,
produciendo una estrechez en las paredes arteriales en todo el cuerpo [71]. La
aterosclerosis es consecuencia de una inflamacion cronica y de una lesion en la
pared arterial, en el sistema vascular periférico y la ruptura de esta, conlleva a un
infarto agudo vascular. Ademéas de formar ateromas, adhesion plaquetaria,
especialmente en pacientes con diabetes tipo 2 [71]. La diabetes aumenta el
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular, siendo la primera causa de

muerte, tanto en la diabetes tipo 1 y 2. Ademas del riesgo de desarrollar infarto de
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miocardio (IM), accidente cerebro vascular (ACV), enfermedad cerebro vascular
(ECV) [71].

El sindrome metabdlico se presenta mas que todo en la diabetes tipo 2, se
caracteriza por obesidad, hipertension arterial, hiperlipidemia y aumento de los
coagulos, también pueden causar ECV, actuando como factor de riesgo para

desarrollar la enfermedad isquémica, accidente cerebrovascular y muerte [72].

5.3. Infeccion y diabetes mellitus

En el paciente diabético, el mal control de la glucosa conlleva a una respuesta de
hiperglicemia [31], estos ambientes hiperglicémicos, disminuyen la movilizacion de
leucocitos polimorfonucleares (PMN), quimiotaxis, actividad fagocitica, ademés de
bloguear la funcion antimicrobiana, mediante la inhibicién de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD), aumentando la apoptosis de los leucocitos (PMN) y
reduciendo la transmigracion de leucocitos (PMN) a través del endotelio [31, 73].
La diabetes no controlada, predispone que el paciente diabético desarrolle
infecciones de varios tipos como son las respiratorias, tuberculosis, urinarias,

gastrointestinales, hepaticas, pie, tejidos blandos, cabeza, cuello [73].

5.4. Relacion entre Candida spp. y diabetes mellitus

Uno de los factores de riesgos para desarrollar candidiasis es la diabetes mellitus
[64]. La diabetes mellitus segun la OMS es un conjunto de trastornos metabdlicos,
gue se presenta cuando el pancreas no produce insulina o cuando se produce,
pero el organismo no la utiliza adecuadamente, al padecer por largo tiempo este
trastorno metabolico se presentan complicaciones en 6rganos y sistemas [74].

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2, con frecuencia sufren de
infecciones por diferentes microorganismo, especialmente por Candida spp. [27].
C. albicans expresa una proteina de superficie que tiene gran afinidad para el

factor 3b de complemento (Cr3), llevandose a cabo la opsonizacion, al presentarse
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la hiperglicemia se aumenta la expresion del receptor en Candida albicans,
produciendo una inhibicion de la fagocitosis mediada por el complemento [27].
Este ambiente hiperglicemico causa infecciones en este tipo de pacientes,
produciendo efectos desfavorable en la inmunidad humoral y celular, tales como;
los cambio en la funcién de los leucocitos, la respuesta microvascular alterada,
cambios en la cascada del complemento y/o la formacion de quimioquinas [73].
Este aumento de la glicemia afecta la funcion de los leucocitos produciendo la
disminuciéon de la quimiotaxis, la fagocitosis, la adherencia y la actividad
bactericida [24, 31].

6. Métodos de identificacion de Candida spp.

Debido a que las candidiasis requieren un diagndéstico rapido y oportuno, se debe
identificar y reconocer las especies de Candida, para evitar fallecimientos en los
pacientes; por lo cual se hace importante realizar estudios desde los métodos
convencionales, establecidos en la descripcidn morfoldgica y fisioldgica hasta la
aplicacion de métodos mas desarrollados como los moleculares, fundamentados

en el analisis de fragmentos de moléculas de ADN [75].

6.1. Métodos fenotipicos

La identificacién de Candida spp. se establece por las caracteristicas morfolégicas
y/o bioquimicas. Para los rasgos macroscopicos se utiliza el agar Sabouraud
(SDA) para observar el aspecto, color, consistencia de las colonias [76].

Para la identificacién de Candida spp. se utiliza la prueba de tubo germinal, la cual
es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en su origen y el
ancho es la mitad de la célula progenitora y su longitud es mayor cuatro veces que
la célula madre [76]. C. albicans es la Unica capaz de producir tubos germinales;
sin embargo, otras especies también pueden desarrollar pseudohifas de aspecto
similares a los tubos germinales, esta se realiza en plasma de conejo y/o suero
humano [76]. Otra prueba es la formacion de clamidosporas son las formas

resistentes, redondas u ovales que se caracterizan por presentar una pared celular
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gruesa y se encuentra en la parte terminal y/o lateral, para visualizarse se realiza
en agar harina de maiz [76].

Para la identificacion mediante criterios enzimaticos se utiliza el medio diferencial
CHROMagar™Candida el cual es un medio de aislamiento primario, se caracteriza
porque contiene sustratos cromégenos, coloreando los diferentes compuestos
producidos por la degradacibn de enzimas especificas, presentando una
coloraciéon que las difiere por el cromégeno que absorbe [76].

Se identifican de una manera rapida, las principales especie de Candida como es
C. albicans y/o C. dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei [38, 77]. Ademas de otras
pruebas de asimilacion de nutrientes, como es la fermentacion y/o asimilacion de
fuentes de carbonos, las pruebas bioquimicas como la electroforesis de proteinas,
analisis de los patrones de isoenzimas y de resonancia magnética nuclear, el
namero de unidades de isopreno de la coenzima Q y la cromatografia de acidos
grasos de cadena larga de la pared celular [78]. Los sistemas de identificacion
automatizados VITEK, ID 32C® [79].

6.2. Meétodos Moleculares

Los métodos moleculares basados en biologia molecular son importantes para la
identificacion de especies, fundamentandose en estudios de las moléculas ADN Y
ARN [78]. La PCR presenta gran sensibilidad y especificidad con buenos
resultados [38], esta amplifica fragmentos con cebadores de oligonucleétidos
especificos para secuencias simples repetitivas presentes en el ADN [80].

Hay varios tipos de PCR: PCR multiplex, este método amplifica varias especies en
una sola reaccion, utilizando dos o mas cebadores en un solo tubo, con el objeto
de amplificar simultineamente multiples segmentos de ADN. Ademas de la
identificacion rapida en la misma reaccion de muestras polifungicas [79].

PCR con transcriptasa inversa, en esta técnica se utiliza como molde inicial ARN y
una transcriptasa inversa (Tth), para realizar la sintesis de ADN complementario al
ARN (ADNC) [81].
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PCR en tiempo real permite cuantificar la cantidad de ADN o ARN, presentes en la
muestra original [81]. Otras pruebas moleculares son ADN fingerprinting, analisis
por RAPD o electroforesis de campo pulsado; se fundamenta en la amplificacion
por PCR simultdnea del ADN gendmico en presencia de un unico cebador de
pocos oligonucleotidos [81]. RAPD estas son las huellas digitales, son diferencias
de numero y tamafio en fragmentos de ADN amplificado, siendo especificas de
cepas y especies. ARN de bajo peso molecular (LMW- RNA) se basa en que
utiliza patrones de electroforesis de los RNAs de bajo peso molecular, 5,8S/5S
rRNA y tRNA de clase 1 y 2 [81]. Los patrones LMW-rRNA diferencian cepas
hasta el nivel de género, LMW-tRNA diferencia entre especies y género [78].

Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion del rDNA-rRNA (RFLP),
esta técnica permite la diferenciacion de los organismos por el andlisis de los
patrones de ruptura que se generan en un sitio especifico del genoma, cuando es
cortado por enzimas de restriccion [82]. Estos fragmentos polimérficos surgen
debido a que los organismos de diferentes especies, difieren en la distancia de los

sitios de escisidon para cada enzima [78, 81, 82].

7. Antifungicos

El aumento de las infecciones por Candida spp. ha hecho que se emplee los
antifangicos tradicionales tales, como anfotericina B deoxicolato y/o fluorocitosina
los cuales han mostrado ser téxicos [83]. En la actualidad los nuevos antifungicos
desarrollados presentan una menor toxicidad y mas eficacia, lo que ha permitido
tratar las infecciones flungicas, mostrando gran importancia para el grupo de los
azoles y sus derivados como el fluconazol [35]. Gracias a su amplio espectro,
efecto fungicida y/o las bajas tasas de resistencia la anfotericina B convencional
es considerada la prueba estandar como tratamiento de eleccion para las
infecciones flngicas graves, a pesar de que ocasiona dafio renal [41]. En 1990
surgen diversos tipos de anfotericina B, los cuales disminuyeron los efectos

toxicos pero conservando su amplio espectro y/o efecto [35], dentro de los cuales
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estan disponibles las formulaciones lipidicas como la anfotericina B convencional,
anfotericina B liposomal, anfotericina B complejo lipidico, anfotericina B de
dispersion coloidal [84]. Fue en 1990 donde aparece el fluconazol e itraconazol

gue son azoles que se emplean en el tratamiento de las candidiasis [35].

8. Azoles

Los azoles son un gran adelanto en el tratamiento antifingico debido a las
ventajas que presenta, como es el amplio espectro y/o los bajos efectos adversos
lo que lo hace ser el antifingico de eleccion para las diferentes infecciones por
Candida spp [41]. Los azoles son moléculas sintéticas con un anillo de 5 carbonos
el cual se une a la cadena alifatica que tiene un grupo fenilo, hay dos grupos de
los azoles los imidazoles que presentan dos atomos de nitrdgeno en el anillo del
imidazol y los triazoles tres atomos de nitrégeno [84, 85]. La estructura del
fluconazol contiene dos anillos imidazodlicos y es un triazol puesto que posee las

tres moléculas de nitrégeno [85].
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Figura 1. Estructura del fluconazol: con los tres atomos de nitrégeno y los dos

anillos imidazolicos.

Para el afio de 1979 y 1980 surge el miconazol y ketoconazol en el grupo de los
imidazoles, los cuales se utilizan en la actualidad, el miconazol para uso tépico y el
ketoconazol por via oral [86]. Su mecanismo de accidén es igual para ambos
grupos, los azoles acttan inhibiendo la biosintesis de ergosterol a nivel de la
enzima 14- alfa- esterol desmetilasa, la cual es dependiente del citocromo P-450,
el blogueo de esta ruta metabdlica provoca una ruptura en la estructura,
ocasionando una alteracion de la membrana celular y/o deteccion del crecimiento
[87]. La alteracion de la sintesis de ergosterol causa dafio en la membrana celular
induciendo lisis y muerte celular, por lo que son considerados fungistatico [43, 84,
86]. El ergosterol es el principal componente de la membrana celular de los

hongos, el cual le confiere fluidez, asimetria e integridad [41].
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En los azoles en el caso del fluconazol es soluble en agua, se administra via oral y
parenteral, se elimina por la orina y penetra en el liquido cefalorraquideo, en la
actualidad no se ha observado efectos secundarios, se utiliza como tratamiento
empirico, de primera linea para candidemia y/o candidiasis diseminada y
profilactico [84, 86]. Debido al uso del fluconazol desde su aparicion se ha utilizado
en mas de 16 millones de personas, incluyendo mas 300. 000 individuos con
SIDA so6lo en Estados Unidos y debido a su uso se ha reportado resistencia

antifungica [88].

9. Mecanismo de resistencia a los azoles en Candida spp.

El uso de los antifungicos en las ultimas décadas, ha conducido a la aparicion de
la resistencia antifingica [88]. Las especies de Candida mas relevantes que
causan infecciones son Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
y C krusei. Solo estas dos especies C. krusei y C. glabrata se han reportado
resistencia intrinseca y adquirida a los azoles y otros antifingicos de uso comun
[55]. C. glabrata posee un genoma diploide por lo que esto hace que se adapte y
exprese resistencia a diferentes antifingicos, C. glabrata sobresale de las otras
Candida spp. porgue no forma pseudohifas a 37° C, ni secretan hidrolasas que es
un factor de virulencia importante para la invasion de tejidos, otro aspecto muy
importante es la capacidad que tiene de evadir el sistema inmune y la capacidad
de sobrevivir replicandose dentro de los macréfagos [55]. En los azoles la diana es
el citocromo P-450 el cual es llamado Ergllp siendo este sintetizado por el gen
ERG11, los azoles se unen al hierro del grupo hemo del Ergl1P y de esta manera

se bloquea la sintesis de ergosterol, impidiendo el crecimiento del hongo [84, 87].

Hay varios mecanismos de resistencia hasta ahora estudiados, la expresion de las
bombas de expulsion que poseen dos sistemas: la super familia facilitadores
principal (MFS) y la super familia de proteinas con casete de union al ATP (ATP-
binding- cassette (ABC)) siendo las responsables dé la acumulacion intracelular

del medicamento [87-89]. Los transportadores ABC codifican la expresion CDR1
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y/lo CDR2, para MFS que codifica el gen BEN también llamado MDR1 y la
sobreexpresion del gen MDR1 que es especifica para el fluconazol, mientras que
para CDR1 y/o CDR2 es resistente a todo los azoles [55, 87, 89, 90].

El primer mecanismo de resistencia es la modificacion de la diana, que ocurre
cuando la 14 alfa demetilasa modifica la cantidad y calidad presentandose
mutaciones en los genes Ergll de tal manera que la interaccion de la diana con el
antifingico se da ineficientemente [87, 88]. Los genes del citocromo del P-450
(CYP) del cual se ha secuenciado la CYP 51 que codifica la proteina que cataliza
la 14 alfa demetilasa, el segundo mecanismo de resistencia descrito es el aumento
en el nimero de copias de la enzima 14 alfa demetilasa (CYP51) durante la
interaccion con los azoles, el cual se debe a la respuesta debido a la reduccion de
ergosterol o la acumulacion de esteroles téxicos [85, 89]. Ver figura 2
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Figura 2. Modelo de sensibilidad y resistencia: En el hongo sensible, se observa que el farmaco
azdlico entra en la célula y un nimero reducido de bombas lo exportan hacia afuera (CDRs y
MDR), pero el farmaco llega a la enzima blanco, la 14 alfa lanosterol desmetilasa, inhibiendo su
crecimiento. En el hongo resistente, el hongo sintetiza mas ARN mensajero, se sobreexpresan las
bombas y comienza a expulsar la droga hacia afuera, ademas puede mutar el ERG11. Tomado
Cecilia Tapia.
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También se ha encontrado la sobreexpresion de los transportadores CgCDR1, PDHL1,
CdDR1 que causan resistencia en C. glabrata, C. dubliniensis, los cuales se hallan

en la membrana plasmatica [89].

10. Métodos de estudio de susceptibilidad antifungica en levaduras

El aumento del uso de antifungicos en las ultimas décadas ha permitido el
surgimiento de resistencia intrinseca y/o adquirida de Candida spp. lo que ha
creado la necesidad de establecer y estandarizar las pruebas de susceptibilidad a
los antifungicos [42]. En 1992 aparecio el primer documento estandar internacional
de susceptibilidad de levaduras, elaborado por Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI antes NCCLS) de E, U, A., el cual inicialmente se bas6 en un
método de macrodilucion en caldo, que luego fue adaptado a microdilucién, el
documento M27-A fue aprobado estableciéndose los puntos de cortes del
fluconazol, itraconazol y 5 fluorocitosina que permite medir la concentracion
minima inhibitoria (CMIs) de las principales especies de levaduras tales como,
Candida spp. y Criptococcus neoformans, con buena reproducibilidad
interlaboratorio, también se ha desarrollado el estandar de la comisién europea
sobre pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (EUCAST) solo para levaduras no
fermentadoras [91].

En la actualidad el método mas utilizado, es el documento microdilucion M27-A3
en el afio de 2008. Los puntos de corte brindan criterios de identificacién de las
especies mas comunes, estdn dados para fluconazol, itraconazol y/o 5
fluorositocina, determinados en micosis orofaringeas de pacientes con SIDA y/o
Candidemia [92, 93]. Los documentos proponen como conservar, preparar e
interpretar y/o el control de calidad en cada prueba, ademas de conocer la
resistencia a los antifingicos [94]. La realizacion de estandares, ha reconocido
aprobar varios métodos de difusién en agar y técnicas comerciales, para realizar
pruebas de susceptibilidad a los antifiUngicos y asi detectar resistencia a los

azoles, especialmente a fluconazol [95].
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10.1. Métodos de estudio de susceptibilidad de antifungicos de la
EUCAST
El Eucast, estdndar de la comision europea sobre pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, solo para levaduras no fermentadoras [96]. Presenta un subcomité
sobre las pruebas de susceptibilidad antifungica y de los métodos de deteccién de
mecanismos de resistencia clinica y/o epidemioldgica. Este es un método para
analizar la susceptibilidad de diferentes hongos que producen conidias, mediante
la CIM [97]. Estos métodos de dilucidn, especifican la actividad de los antifiingicos
y confirman la susceptibilidad que dan resultados poco creibles. La dilucion en
caldo es un método que prueba el crecimiento del hongo, en los pocillos de la
placa con medios de cultivos que tienen diluciones seriadas. Este método
presenta ventajas frente al CLSI, como es la glucosa al 2% y el aumento del
inoculo, acortando el tiempo de lectura a las 24 horas de incubacién y la lectura se
realiza en un espectrofotometro [97]. En este método aun no se ha establecido

puntos de corte para algunos antifungicos de Candida spp. [98].

10.2. Métodos de estudio de susceptibilidad de antifiungicos del CLSI

El CLSI creo un subcomité para estandarizar las pruebas a los antifingicos, para
Candida spp. y Criptococcus neoformans en el cual se aprobd el método M27-A,
gue tiene los puntos de corte de fluconazol, itraconazol, 5 fluorocitosina y las CMI
para las cepas de control de calidad. Los métodos para levaduras son M27A-3 y
M44—A, para hongos filamentosos el M-38A, se basan en la cuantificacion y la
inhibicién del crecimiento producida por el antifingico, comparada con el
crecimiento de la levadura, pero sin antifingico. El método de microdilucién para
levaduras M27A3, se realiza para antifungicos solubles [91]. La técnica de
microdilucion M27A3 es la prueba gold estandar, presentandose alta
reproducibilidad intra e inter laboratorio, considerada el método de referencia [92].
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lll. OBJETIVOS

% Objetivo general

Identificar molecularmente y evaluar la susceptibilidad a fluconazol de
Candida spp. colonizante de pie en pacientes diabéticos que asisten a un

programa de promocion de la salud.

Objetivos especificos

+ Identificar por métodos fenotipicos y moleculares Candida spp. colonizante

de pie en pacientes sujetos de estudio.

+ Determinar la susceptibilidad a fluconazol en Candida spp. colonizante en

pies de los participantes.

« Determinar la frecuencia de colonizacion por Candida spp. de pie en

pacientes diabéticos, grupo control y la variacion de especies.

« Correlacionar los niveles de hemoglobina glucosilada medidos en el grupo

de estudio en los pacientes diabéticos colonizados y variacion de especies.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, transversal realizado con informacion de
adultos asistentes a un programa de promocién de la salud en el municipio de
Turbaco-Bolivar, durante el periodo comprendido entre Agosto y Diciembre de
2013.

1. Poblacion

La poblacion de referencia esta constituida por todos los adultos que asistieron al

programa de promocién de la salud del municipio de Turbaco, Bolivar.

2. Poblacion de estudio

Se realizd en pacientes que asisten al grupo de promocion de la salud de Turbaco,
Bolivar, en el programa de promocion y prevencion. Para la seleccion de los

sujetos de estudio se definieron los siguientes criterios de inclusion:

% Que estén o no diagnosticados con diabetes, de los cuales se tomo el dato
reciente, no mayor a un mes, de hemoglobina glucosilada, para los
pacientes diabéticos y para el grupo control de pacientes no diabéticos se
tomo el valor de glicemia en ayunas de la historia clinica.

% Los pacientes a estudiar no presenten lesiones en la zona interdigital de
donde se va a tomar la muestra.

«+ Aceptacion de ingreso al estudio mediante la firma o huella digital en caso

de no saber firmar el consentimiento informado.
Criterios de exclusion:

+ Los pacientes que presenten infecciones por hongos.
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3. MUESTRA'Y MUESTREO

3.1. Muestra

El estudio se realiz6 en un total de 172 pacientes y la toma de muestras se hizo
por conveniencia, teniendo en cuenta los pacientes adultos que asistieron al
programa de promocion de la salud en el municipio de Turbaco-Bolivar, durante el

periodo comprendido entre Agosto y Diciembre de 2013.
3.2. Muestreo

No probalistico, porque se accedi6 al total de los pacientes en un tiempo

estipulado, en un periodo comprendido.

4. Aspectos éticos

Teniendo en cuenta riesgo minimo asociado a la ejecucion del presente trabajo,
establecido con base en el articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993, para el
mismo, se solicitd el correspondiente consentimiento informado a cada paciente
con el objetivo de ser involucrado en el estudio (ver anexo A). Cumpliendo a
cabalidad todos los articulos de la resolucién que comprometen esta investigacion,
la toma de muestra se llevd a cabo con el seguimiento de las normas de
bioseguridad establecidas y el desecho de materiales microbiolégicos y otros
residuos, se realizé previa esterilizacion en calor himedo o seco de acuerdo a los
lineamientos de la institucion. La ejecucion de este trabajo fue aprobada por el

comité de ética de la universidad de Cartagena.
5. Informacion del paciente

Para la captura de informacién relacionada con los pacientes, se utilizd un

formulario, que incluia las siguientes variables: edad, sexo, diagndstico,
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medicamentos, datos paraclinicos, antecedentes familiares. Esta informacion fue
tomada de la historia clinica y la informacion directa de la poblacion objetivo de

estudio.
6. Método estadistico

Se realizd una estadistica descriptiva para cada variable, obteniéndose la
distribucion de frecuencias absolutas y relativas. En las variables cuantitativas se
calculo los parametros de media, mediana, desviacion tipica, maximo y minimo.
Para el estudio comparativo de los dos grupos se realizé las siguientes pruebas:
« Entre dos variables cualitativas: contraste de independencia mediante el
analisis de tablas de contingencia, con el test de chi- cuadrado de Pearson.
s En la variable cuantitativa se realiz6 una prueba T- Student. Para
comprobar si las medias de dos poblaciones en forma normal son iguales.
% Se realiz6 un estudio multivariante mediante un andlisis de regresion
logistica, para asi evaluar la probabilidad, el riesgo o proteccion, en funcién
de sus diferentes variables con sus respectivos Odds Ratio (OR) e
intervalos de confianza (IC) al 95% y poder determinar la verdadera
asociacion.
% Se estimé que la diferencia era significativa cuando p< 0,05.

% El andlisis se realiz6 con el programa de SPSS para Windows version 19.0.

7. Toma de muestras

Se tom6 con un hisopo estéril en las zonas interdigitales de ambos pies. Cada
muestra se codificé y se protegié en frascos estériles bien cerrados, los cuales
incluian solucion de PBS a pH 7.2 para conservarlas durante el transporte al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Cartagena [99]. Estas fueron
sembradas en el menor tiempo posible agar Sabouraud con cloranfenicol con el

objeto de inhibir la flora bacteriana, para luego incubar por 72 horas a 37° C [100].
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8. Tincidén de gram

La tincion de gram se realizé mediante la preparacion de frotis, extraidos de
cultivos en agar Sabouraud de 48 horas de crecimiento a 37°C en un porta
objetos. El extendido se fij6 con calor y se adiciond el cristal violeta por un minuto
con posterior lavado con agua. Seguidamente, se le adiciond lugol con las
mismas caracteristicas en tiempo y lavado que el colorante anterior. Luego de ello,
se decolor6 con alcohol-acetona y enjuagado para después adicionarle la
safranina por un minuto, enjuagar y dejar secar a temperatura ambiente, para

luego ser observado al microscopio con los objetivos de 10x y 100x [99].

9. Aislamiento e identificacion de candida spp. por CHROMagar™ Candida:
Cada aislamiento se sembr6 en CHROMagar™ Candida incubandose por 48
horas a 37°C, en este medio de cultivo cromogénico se identificé presuntivamente
Candida spp., de acuerdo a las caracteristicas colorimétricas que indica el

fabricante para cada especie [92, 101-103]. Figura 3

Candida spp. Candida tropicalis Candida krusei

Figura 3. Imagenes de aislados observados en CHROMagar ™Candida, donde se evidencia cada
color para la identificacién presuntiva. Para las cepas de color blanco Candida spp., cepa colonia

azul C. tropicalis, cepa colonia rosado C. krusei y cepa color verde C. albicans y/o C. dubliniensis.
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10.PRUEBA DE TUBO GERMINAL EN SUERO Y CLAMIDOSPORAS

Se tomo 500 pL de suero humano y se agrego la colonia a estudiar, tomada de
agar Sabouraud sin cloranfenicol (Scharlau) con crecimiento de 24 horas, se
mezcld y se incubd a 35°C por tres horas. Pasado este tiempo se toma una gota,
se colocd en un porta objeto con cubre-objeto para observar a 10X y/o 40X. La
prueba se cataloga positiva, solo si se observan los tubos germinales, por

observacion de 10 a 20 campos [76].

Para observar las clamidosporas se realiz6 en agar harina de maiz con Tween 80,
la inoculacion se hizo con tres cortes pararalelos en el agar, manteniendo el asa
en punta con un angulo aproximado de 45°. Se coloc6 un cubre-objeto sobre las
estrias realizadas y se incub6 a 24 y 48 horas a 30°C y se observo

microscépicamente a 10X y 40X [76].

11.EXTRACCION DE ADN FUNGICO

Para la obtencién del ADN de Candida spp., se tomd colonias de un cultivo en
agar Sabouraud sin cloranfenicol (Scharlau) de 24 horas y se resuspendié en 500
puL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH: 8.0 + EDTA 1mM) para luego centrifugarse a
13.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente el sobrenadante se descarté y el
precipitado se resuspendié en 500 pL de buffer TE. La mezcla se sometié a 100°C
por 30 minutos y luego se congel6 durante 20 minutos. Paso seguido, se
centrifugd a 13.000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante resultante que contiene
el ADN, se midié6 su grado de pureza a través de la absorbancia con un
espectrofotometro a 260 y 280 nm, para obtener una relacion de A260 / A280 de
1,6 a 1,8 que indica que el ADN obtenido es de una buena calidad. Este producto

se almacend a -80°C para las siguientes pruebas [104].
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12.IDENTIFICACION DE ESPECIES MEDIANTE PCR MULTIPLEX

Los aislamientos por Candida spp. se identificaron por PCR Multiplex [79]. La PCR
multiplex amplifica mas de una secuencia en una misma reaccion, empleando dos
cebadores universales Uni 1 y Uni 2, con 8 primers especificos de Candida spp.
en un solo tubo, con el objeto de amplificar simultAneamente mdultiples segmentos
de ADN. [79, 104]. Tabla 1.

Tabla 1. Primers y secuencias que se utilizaron para la amplificacion de

fragmentos de ADN.

Primers Secuencias
Uni 1 5" GTCAAACTTGGTTCATTTA 3
Uni 2 5TTCTTTTCCTCGCTTATTGA 3’
Calb 5" AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA 3
Cgla 5 TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG 3
Ctro 5 GATTTGCTTAATTGCCCCAC 3
Ckru 5 CTGGCCGAGCGAACTAGACT 3
Cpar 5" CTGGCCGAGCGAACTAGACT 3
Cgui 5TTGGCCTAGAGATAGGTTGG 3
Clus 5 TTCGGAGCAACGCCTAACCCG 3
Cdub 5" CTCAACCCCTAGGGTTTGG 3

Cafrforw 5" GCTACCACTTCAGAATCATCATCS’

Cafrrever 5" GCACCTCAGTCGTAGAGACG 3

Para la amplificacion se utilizo el kit Go Tag Green. El volumen de ADN para la
reaccion fue de 25 pL que contuvo 2.75 pL de cada Unil y Uni2, 12.5 pyL de la
mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.75 uL del primer especifico de
Candida albicans, 2,0 pL de C. dubliniensis, 1.0 yL para C, tropicalis, 0,75 pL para
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C. krusei, 0,5 pL para C. glabrata, 0,75 pL para C. guillermondi, 0,5 pL C.
lusitaniae y 4 uL de ADN molde.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin-Elmer bajo las siguientes
condiciones: Un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 10 minutos, 94°C por
15 segundos, 55°C por 30 segundos y 65°C por 45 segundos, con un ciclo de
extension final a 72°C por 5 minutos, con 40 ciclos. Como controles positivos se
utilizaron las cepas de Candida albicans ATCC 64677, C. tropicalis ATCC 0847, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C. lusitaniae ATCC 34449, C.
guillermondi ATCC 6260 y/o C. dubliniensis 46-3 donada por Luz Dary Caicedo, de
la Universidad del valle y como control negativo de la reaccion se utiliz6 agua
ultrapura [79]. Tabla 2

Tabla 2. Cepas de referencia, utilizadas en el estudio.

Cepas ATCC Referencia Candida spp.
ATCC 90028 0264P C. albicans
UniValle CD 46-3 UniValle CD 46-3 C. dubliniensis
ATCC 750 0847P C. tropicalis
ATCC 6258 6258 C. krusei
ATCC 64677 0226P C. glabrata
ATCC 6260 6260 C. guillermondii
ATCC 34449 34449 C. lusitaniae
ATCC 22019 0726P C. parapsilosis
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El analisis de electroforesis se realizo en gel de agarosa al 2%, para la realizacion
de la corrida de electroforesis se preparé la agarosa al 2%, inicialmente se tomé
las medidas de la camara el ancho, el largo y la profundidad, seguido se peso la
agarosa y se utilizé el buffer TBE 1X. Después de mezclar, se llevd al agitador
hasta disolverse, se agregé el bromuro de etidio. Se colocaron los moldes en los
pozos. Se dejo reposar y se agrego en la cdmara, se retiré el molde. Se adicion6
el buffer TBE 1X, hasta el nivel de la camara. En el primer pozo se agrego el
marcador de peso molecular, en el segundo pozo el ADN de las ATTC de Candida
y seguido el ADN de las muestras clinicas, se tap0 y se coloco corriente de 100
voltios, 300 miliamperios, se dejé por una hora y treinta minutos. Pasado este
tiempo, se tomo lectura en lampara, observandose las bandas bajo luz ultra violeta
(UV) [79].

13.SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA

Para las pruebas de susceptibilidad antifingica de los aislamientos se realiz6 por
el método de microdilucion segun el protocolo comité nacional de normas de
laboratorio clinico (CLSI) M27A3, por triplicado. Se utilizé6 fluconazol marca
SIGMA, el cual es un antifingico soluble en agua, con una concentracion fangica
de 64 a 0.12 ug/mL, de acuerdo al protocolo de M27 A3 se utilizé en el medio
RPMI 1640 con glutamina, sin bicarbonato de sodio y ajustado a un pH de 7.0 con
acido morfolino sulfénico (MOPS) [92].

Inicialmente se preparé la solucion madre, a la cual se agregd 3 pL del medio
RMPI 1640 con glutamina, sin bicarbonato de sodio con un de pH 7,0 y 1 uL del
fluconazol, seguido se hicieron diluciones a una concentracion 10 veces superior a
la concentracion final deseada. Cada tubo se identifico con numeros del uno al
diez; en el tubo uno se adicion6 1uL de la solucion madre y 1uL de RMPI 1640, en
el tubo dos 500 pL del tubo uno y 500 uL del RMPI 1640, en el tubo tres 500 pL
del tubo uno y 1.5 uL de RMPI 1640, en el tubo cuatro 500 uL del tubo tres y 500
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pL de RMPI 1640, en el tubo cinco 250 pL del tubo tres y 750 uL de RMPI 1640,
en el tubo seis se adicion6 250 pL del tubo tres y 1750 pyL del RMPI, en el tubo
siete 500 pL del tubo seis y 500 uL de RMPI 1640, en el tubo ocho 250 pL del tubo
seisy 750 puL de RMPI 1640, en el tubo nueve 250 uL del tubo seis 'y 1.750 uL de
RMPI 1640 y en el tubo diez 1pL del tubo nueve y 1puL de RMPI 1640, cada tubo
quedd con 1 pL y en el dltimo tubo se descarta 1uL. Luego se agrego 4 uL de

RMPI 1640 a cada tubo para quedar con un volumen final de 5 pL [92].

Tabla 3. Diluciones a fluconazol

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Solucién 1000 500 500 500 250 250 500 250 250 1000 1000 pL
madre pL pL o pL pL pL pL pL pL pL puL Descartar
(Fluconazol +

RPMI 1640)

Medio RPMI 1000 500 1500 500 750 1750 500 750 1750 1000 -

1640 pL pL o pL pL pL o pL pL pL  uL pL

Concentracion 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25 -

final

Medio RPMI 4puL 4 4uL 4 4 4uL 4 4 4puL 4pL -
1640 ML ML pL ML L

Volumen final 5uL 5 5uL 5 5 5uL 5 5 5uL  S5uL -
ML ML pL ML pL

Para el llenado de las microplacas de 96 pocillos, se tomé 100 uL de cada tubo en
sus respectivas columnas. De tal forma que la dilucion del tubo 1 se agrego 100
pL en la columna 1 de la A-H, de la dilucion del tubo dos se agregaron 100 pL en

la columna 2 de la A-H y asi sucesivamente hasta llegar al diez. En la columna 11
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se agregd 100 pL del medio RMPI 1640 para el control de crecimiento y la
columna 12 se agreg6 200 pL del medio RMPI 1640 para el control de esterilidad.

El in6culo se obtuvo del crecimiento en agar Sabouraud a 37° C hasta 24 horas,
para estandarizar las concentraciones del indculo, se prepar6 una suspension con
3 UL de solucion salina con un estandar de 0,5 de la escala de Mc Farland. Se
prepard dos diluciones, la dilucién 1 con 2.45 pL de RMPI 1640 y 50 uL de la
solucién preparada con solucién salina a la escala 0.5 Mc Farland. Se realizé una
segunda dilucion con 3,8 pL de RMPI 1640 y 200 pL de la dilucién 1. De la
segunda dilucion se llenaron los pozos, agregando 100 pL del 1 al 11 y en el doce
no se agregd muestra, por ser el control de esterilidad. Se utilizé un control de
crecimiento en la columna 11 y otro de esterilidad en la columna 12, se incub6 a
35°C tomando lecturas visuales a las 24 y 48 horas de incubacién. Se realizé cada
muestra por triplicado, para el control de calidad, se utilizé6 cepas ATCC de
Candida parapsilosis 22019 y Candida krusei 6258 recomendada por CLSI [92].
(Figura 4)
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Preparacion del inoculo

SDA 24h a 37°C

5 colonias
Solucién salina, Mc Farland 0,5 pL .
\L 50 pL
Dilucion |
2,45 ml RPMI . —
l Dilucion Il

3,8 ml RPMI + 200 pL dilucion |

!

100 pL de la dilucién Il en el pozo

Figura 4. Esquema de preparacion del inéculo de Pfizer.
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V. RESULTADOS

1. Caracteristicas demograficas

Se analiz6 la informacién de 172 pacientes, que asistieron al programa de
promocion en salud, del municipio de Turbaco (Bolivar). En el periodo
comprendido entre agosto de 2012 y diciembre del mismo afio; de los cuales 134
(77,9%) fueron de sexo femenino y 38 (22,1%) de sexo masculino (Gréafica 1). Las
edades oscilaron entre 40 y 87 afos, con un promedio de 65,3 con un coeficiente
de variacion (CV) de 17,5.

En los pacientes con diabetes mellitus (DM), se hall6 que el 57 (50,4%) eran
pacientes menores de 64 afios y el 56 (49,6%) representaban los mayores de 65

afos. De estos, 95 (84,1%) son mujeres y 18 (15,9%) hombres.

En el grupo no diabéticos, la distribucién por género fueron 39 (66.1%) en mujeres
y 20 (33,9%) en hombres, donde se encontré que 22(37,3%) son menores de 64

afios y 37(62,7%) mayores de 65 afnos.

Porcentaje en género

= Mujeres
® Hombres

Gréfica 1. Porcentajes de género, sexo femenino 78% y masculino 22%.
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2. Epidemiologia

Respecto a la situaciébn de salud, se encontr6 113 (65,7%) pacientes con
diagnéstico de diabetes y el resto (59 (34,3%)) no fueron diagnosticados con esta
patologia. Por otra parte, 71(41,3%) presentaron diagnostico de hipertension
arterial (HTA) y 101 (58,7%) no tenian diagnostico para hipertensiéon. Ademas de
diabetes e hipertension, no se encontré6 comorbilidades después de la aplicacion

del cuestionario “Caracteristicas clinicas-comorbilidades” (ver anexo A).

En cuanto al tratamiento farmacolégico, 121 (70,34%) reciben medicamentos y 51
(29,65%) no reciben farmacoterapia, cabe resaltar que de estos ultimos, 98 tiene

diagnostico de diabetes y 23 no.

En los pacientes diabéticos, 94 (83,2%) toman farmacos y 19 (16,8%) no reciben
ningun tratamiento antidiabético. En cuanto a la ingesta de estatinas, se hall6 en
un 35,4% y los que no consumen este medicamento fue de 64,6%. Se observé 53

(46,9%) pacientes con hipertension y 60 (53,1%) sin esta patologia.

En cuanto al control de la hemoglobina glicosilada en los 113 pacientes diabéticos,
se considerd gue la enfermedad estaba bajo control en 73 pacientes (64,6%) y en
descontrol 40(35,4%). En la hemoglobina glicosilada, cuando se encuentran

menor a 7% se considera controlado y mayor de 7,1% paciente mal controlado.

En el grupo control se observé: Que los pacientes, a los cuales se les administro
medicamentos fue de un 32,2% (19) y 67,8% (40) en aquellos que no estan
tomando ningun tipo. Respecto al consumo de estatinas 8(13,5%) recibia este
medicamento y 51(86,5%) no consumen. Los hipertensos en este grupo se

hallaron en un 30,5% y los que no sufren de este diagndstico en un 69,5%.
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3. Colonizacion por Candida spp.

Para la proporcion de colonizacién, se encontré que de los 172 pacientes, 93
(54,1%) estaban colonizados en pie y en 79 (45,9%) no presentaron aislamientos.
De los colonizados, 32 (34,3%) fueron por C. parapsilosis, el cual fue el
microorganismo mas frecuente, colonizando tanto a pacientes diabéticos (32,8%)
como al grupo de los no diabéticos (37,9%). La segunda especie de Candida
aislada fue C. tropicalis con 17(18,2%) aislamientos, seguido de C. krusei, C.
guillermondii, C. albicans, C lusitaniae, C. dubliniensis, C. glabrata con 15 (16,1%),
13 (14%), 7 (7,52%), 5 (5,37%), 2 (2,15%) y 2 (2,15%) respectivamente.

En el grupo de pacientes con DM, 64 (56,6%) estuvieron colonizados por Candida
spp. y 49 (43,4%) no se encuentran colonizados. (Grafica 2) La especie que mas
sobresali6 fue C. parapsilosis con 21(32,8%) aislamiento, seguido de C.
guillermondii 12 (18,7%), C. krusei 10 (15,6%), C. tropicalis 9 (14,0%), C. albicans
6 (9,37%), C. lusitaniae 3 (4,6%), C. glabrata 2 (3,1%) y C. dubliniensis 1 (1,5%).

Gréafica 3

En los pacientes control, se encontr6 que 29 (49,2%) son colonizados y 30
(50,8%) no. (Gréfica 2) La distribucion de especies de Candida fue: 37,9% (11)
para C. parapsilosis, 27,5% (8) C. tropicalis, 17,2% (5) C. krusei, 6,9% (2%) C.
lusitaniae, 3,44% (1) C. dubliniensis, 3,44% (1) C. albicans, 3,44% (1) C.
guillermondii y (0) C. glabrata. (Grafica 3)

C. albicans se aisl6 en menor proporcion con 5,3% (6) en los pacientes diabéticos
y en el grupo de C. no albicans se encontro en 94,7% (107); mientras que en los
no diabéticos C. albicans fue de 1,7%(1) y C. no albicans se hall6 98,3%(58). El

grupo de C. no albicans fue el que predominé con un mayor aislamiento.
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En nuestro hallazgo en el grupo de pacientes controlados (HbA1C) fueron
colonizados, en un 57,2% (36) y los controlados, no colonizados fue de 42,8% (27)
y no controlados, colonizados fue de 54% (27) y no colonizados, no controlados
fue 46% (23).

57%
60% - 49% 51%
43%
50% -

40%
m Diabéticos

30% - L
° = No diabéticos

20% -

10% -

0%

Colonizados No colonizados

Gréfica 2. Distribucion porcentual de pacientes diabéticos y no diabéticos, frente a

la frecuencia de colonizacion.

51



a0% | 38%

359% 133%
30% 28%
25% A
20% 19% 17,2%
6% - YR
15% - 14% m Diabeticos
u No diabéticos

10% - 6,9%

5% 4% 4,2 3,4% 3,1%

1,5% %
0%
AP » AP o W
é’\\O% N .\'b(\\ & ‘\f-’ N '50@
R & & \\(\ ¢ & 3

be‘ \)\\ A 6‘) . O

ot 8 o

Gréfica 3. Porcentajes en pacientes diabéticos y no diabéticos, con sus especies
de Candida.

4. Andlisis Microbiolégico

4.1. Identificacion por CHROMagar™ Candida: El espectro de colores obtenido
fue diversos como el blanco, azul, rosado y/o verde observandose diferentes
intensidades. Las colonias blancas fueron las que mayor predominaron y son
compartidas por distintas especies de Candida, de las cuales se obtuvo 52
(55,9%) para las colonias blancas, 17(18,2%) colonias azules, 15 (16,1%) colonias

rosadas y 9 (9,6%) para las colonias verdes.

4.2. Prueba de tubo germinal en suero: La presencia de tubos germinales es un
importante factor distintivo entre las especies de Candida. De 9 cepas que se
identificaron como C. albicans y/o C. dubliniensis por CHROMagar™Candida se
realizé la prueba de tubo germinal. (Grafica 4) C. albicans desarrollo tubo germinal

en suero en un 86% (6) y 14% (1) no desarrollaron esta estructura. Para C.
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dubliniensis, ninguna formo tubo germinal, de igual manera no desarrollo
clamidosporas en agar harina de maiz. En la prueba de clamidosporas y tubo
germinal se observo un 66,6% (6) con un 33,3% (3) que no desarrollaron esta

estructura. Figura 5

Prueba de tubo germinal en suero en colonias verdes

mS|
mNO

Gréfica 4. Porcentajes de cepas positivas y negativas que formaron tubos
germinales
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Figura 5. Imagenes de aislados observados al microscopio (40X) donde se
observa la formacion de clamidosporas terminales, en agar harina de maiz.

4.3. Identificaciéon por PCR Multiplex: De los 93 aislados, todos originaron un
patrén de banda esperado, cuando los productos de PCR multiplex se sometieron

a electroforesis en gel de agarosa al 2%. Figuras 6y 7.

ATCC ATCC ATCC ATCE ATCC C. para C. lusi C.gla C._kru C.qui C. negativo
C.para C. lusi C.gla C. kru C.qui 2 = 3

1000 -
800
600
500

400
300
200

Figura 6. Amplificacion por PCR multiplex para confirmar los aislamientos por
CHROMagar™ Candida. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 ATCC de C.
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parapsilosis, carril 3 ATCC de C. lusitaniae, carril 4 ATCC de C. glabrata, carril 5
ATCC de C. krusei, Carril 6 ATCC de C. guillermondii, carriles 7 a 11 muestras

clinicas y carril 12 control de la reaccion.

WMpml ATIEC. - ATEE | ATEE Lo cabi . calp. & 0 ¢ Comrl
albi C.dubl  C.trop dub tropi Negativo

Figura 7. Gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, donde se muestra los
productos obtenidos para PCR multiplex los ADN de Candida spp.. En esta
imagen se muestra C. albicans, C. dubliniensis, C tropicalis que se identificaron.
Carril 1 marcador de peso molecular . Carril 2 control positivo de C. albicans de la
cepa ATCC, carrii 2 ATCC de C. dubliniensis, carril 3 ATCC de C. tropicalis.
Cariiles 5y 9 muestras clinicas y 10 carril control negativo

5. Pruebas de susceptibilidad: En la evaluacion de la susceptibilidad a
fluconazol de los 93 aislados, el 90% fueron sensible (CMI < 2 pg/mL), con un

100% para C. parapsilosis y C. albicans. Seguido por el 76,5% de C. tropicalis.

En el caso de los aislamientos con comportamiento de sensibilidad dependiente
de la dosis (SDD) fue de un 10% de las cuales corresponden a un 100% para C.
glabrata (CMI <32 pg/mL) y 23,5% de C. tropicalis (CMI 4 pg/mL); (Grafica 5) C.

krusei es una especie intrinsecamente resistente a fluconazol. Para las especies
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de C. guillermondii, C. lusitaniae y C. dubliniensis aun no se han establecidos

puntos de cortes por el CLSI.

100% 100% 100%
100% -

90% -
80% -
70% -
60% -
m Sensibles
m SDD

50%
40% -
30%
20% -
10% -

0% U U I
C. C. albicans C. tropicalis C. glabrata
parapsilosis

Grafica 5. Porcentaje de sensibilidad y SDD a fluconazol en las diferentes cepas
aisladas.

Los valores de CMI del fluconazol obtenidos se distribuyeron en el rango de 0,25
hasta 16 pg/mL con una media de 1,44 pug/ mL con un coeficiente de variacion 1,7
pg/mL, la mayor cantidad de Candida spp. fue susceptible a concentraciones de
0,5 pg/mL con 28 (30,10%). También se analizé los datos de susceptibilidad a
fluconazol frente a la edad de los pacientes y no se observé diferencias entre los

menores y mayores de 65 afios de edad, con valor de P= 0,339.

En los pacientes diabéticos 63 (98,5%) fueron susceptibles a fluconazol y 1 (1,5%)
presentaron dosis sensible dependiente (SDD) y para los no diabéticos una
susceptibilidad de 28 (96,5%) y SDD con 1 (3,5%).
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6. Andlisis de otras variables

Los niveles de glucosa encontrados oscilaron entre 71 y 132,9 mg/dL, la media fue
de 89,08 * 12,2; para la hemoglobina glicosilada los valores se encuentran entre
5.0-15,6% cuyo promedio fue de 7,6 + 2,7. Los esquemas de tratamiento
hipoglicemiante, se concentraron en los siguientes medicamentos, metformina 32
(21,0%), glibenclamida 3 (1,97%), insulina 16 (10,52%). Respecto al resto de
medicamentos el comportamiento fue el siguiente: Estatinas 58(38,1%), ASA
37(24,3%) hormonal 4 (2,63%), antibioticos 1(0,65%) e inmunosupresores
1(0,65%).

7. Analisis estadistico

Para establecer la asociacién entre variables cualitativas se utilizd la prueba de
chi-cuadrado, al analizar el grupo de pacientes colonizados con las variables:
hemoglobina glicosilada (P=0,23), edad (P=0,14), género (P= 0,19), diabetes

(P=0,35), no se hall6 diferencia estadisticamente significativa.

Respecto a la influencia de la ingesta de estatinas, en la inhibicion del crecimiento
de Candida spp. (P=0,29), tampoco se asocié significativamente. En el andlisis
multivariante, no se encontrd asociacion significativa en ninguna de las variables.
(Tabla 4y 5)

57



Tabla 4. Odds Ratio (OR) ajustado e intervalo de confianza (IC) 95%.

Variables

Edad

Género

Diabetes Mellitus

Hemoglobina

glicosilada

OR
Crudo

0,64

0,46

1,35

1,73

IC 95% OR

Ajustado

0,35-1,17 0,60

0,14-1,50 0,43

0,71-2,54 1,45

0,79-3,79 1,77

IC 95%

0,32-1,11

0,12-1,46

0,76-2,76

0,81-3,99

Tabla 5. Frecuencia y comparacion de las caracteristicas de pacientes

colonizados.

Variables

Edad (Media(DE))

Género Femenino
Masculino

Diabéticos
No diabéticos

HbA1C
Controlada
No controlada
Ingesta de
estatinas

S

NO

Colonizados N=93 No colonizados

n (%)

67,2 (11,3)

76 (82)
17 (18)

64 (69)
29 (31)

45 (70,3)
19 (29,7)

29 (60,4)
64 (39,6)

N=79 n (%)
62,9(11,4)

58 (73,4)
21 (26,6)

49 (62)
30 (38)

28 (57)
21 (43)

19 (51,6)
60(48,4)

Valorde P

0,34

0,19

0,35

0,16

0,29

Valor P

0,14

0,19

0,35

0,16

58



Para la variable cuantitativa, se utilizd la prueba T de Student, del total de
pacientes incluidos en el estudio, 113 reportaban los valores de hemoglobina
glicosilada, de estos 64 presentaron aislamientos para Candida spp. y 49 no. Al
comparar los valores de hemoglobina glicosilada de los pacientes que presentaron
aislamientos frente a los libres de Candida, se encontré que no hubo diferencia

significativa, al aplicar una prueba T. Grafica 6

#
15,0-
#
12,5-
B
¥
10,0-
—
7,5 e S
5.0
No Si

Gréfica 6. Comparacion de los niveles de hemoglobina glicosilada de pacientes
con aislamiento y sin aislamiento.
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VI. Discusion

En las dltimas décadas, Candida se ha convertido en un microorganismo
emergente, presentandose como la causa mas comun en las infecciones fungicas,
es necesario conocer la epidemiologia local contribuye a conocer su

comportamiento en este grupo de pacientes.

Considerando que la colonizacion es un factor de riesgo para la infecciobn por
Candida spp., principalmente en los pacientes diabéticos que para este estudio
constituyen la mayoria de la poblacién, se encontré que el 57% de los pacientes
diabéticos estudiados estan colonizados por Candida spp. esto concuerda con
estudios realizados por Mlinaric y colaboradores, con 509 pacientes diabéticos, en
los cuales reportaron una colonizacion de 58,7%, por este microorganismo,

semejante a los que se evidenciaron en el presente trabajo [105].

Al-Attas y colegas, en su estudio con 150 pacientes diabéticos dentro de los
cuales reportaron una prevalencia de colonizacibn mayor para los pacientes
diabéticos con 33,3% [26]. Por otro lado, Duque y colaboradores en 200 pacientes
diabéticos, encontraron que el 48% fueron positivas para Candida spp.[12].
Goswami y colegas, en su investigacion encontraron que el 67,5% fueron positivos

para Candida spp. en los pacientes diabéticos [106] .

Aunque es motivo de controversia, si la diabetes es un factor de riesgo para
desarrollar infeccion [26, 107]. Se puede considerar un desorden en el
metabolismo de la glucosa, algunos aspectos de la inmunidad se pueden ver
afectados en estos pacientes y podria ser atribuido al deterioro en el sistema
iInmune, caracterizado por la afectacion en la funcion de los leucocitos
polimorfonucleares, la adhesion leucocitaria, la quimiotaxis y fagocitosis. El
aumento en las altas concentraciones de glucosa y un bajo nivel de lactato que

favorece el crecimiento de Candida spp. [73, 105].

Se encontro que la prevalencia de C. no albicans fue mayor que la C. albicans

(96% y 4%) respectivamente, observandose a C. parapsilosis en un 34,4% como
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el agente etioldégico que ocupa el primer lugar. Mlinaric y colaboradores, hallaron
en su investigacion a esta especie en un 38,1%; seguida de C. albicans con 5,5%
[105]. C. parapsilosis constituye la flora principal en la zona interdigital de los pies,

resultados corroborados en la presente tesis [105].

Las levaduras colonizantes encontradas en los pies mostraron altos valores de
susceptibilidad a fluconazol con un 90%, resultados parecidos fueron reportados
por Duque y colaboradores en el afio de 2012, ellos encontraron porcentaje
cercanos con un 97% en cepas susceptibles a fluconazol colonizantes en

pacientes diabéticos [108].

En nuestro estudio, C. parapsilosis fue la especie mas abundante y se obtuvo una
susceptibilidad de 100% frente a fluconazol, estudios realizados por Alburqueque y
colegas, también hallaron una susceptibilidad de 100% para esta especie [109].
Por otra parte, Torres y colegas, evaluaron la sensibilidad frente a fluconazol en
Candida spp. y obtuvieron una sensibilidad del 90% [40].

En la literatura, la mayor parte de la resistencia a fluconazol, por parte de Candida
spp. es caracteristica de C. krusei y C. glabrata. Por lo tanto, C. krusei se
considera una especie con resistencia intrinseca y no se hace tratamiento con
fluconazol. Para C. glabrata result6 SDD para una concentracion de <32 pg/mL
con un (100%). Esta investigacion se caracterizd por presentar un buen patrén de
susceptibilidad a fluconazol, siendo importante como guia para poder ofrecer un

tratamiento antifingico oportuno y adecuado.

En la identificacion presuntiva en el medio CHROMagar™ Candida fue de mucha
utiidad para el reconocimiento temprano de las diferentes Candida spp.
especialmente para C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y Candida spp. el cual
mostro ser Util para cada una de las especies que posteriormente se confirmaron
por PCR multiplex, también es importante resaltar que este medio no diferencia

entre C. albicans y C. dubliniensis esto coincide con estudios realizados por
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Yurvesoy y colegas, quienes también utilizaron este medio para la identificacién
presuntiva de Candida spp. [77]. Otros autores como Suarez y colegas, también lo
confirman realizando esta prueba en 107 aislados y habian sido previamente
identificadas el cual presento alta concordancia para C. albicans y/o C.

dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei y Candida spp. [110].

Se han realizados varios estudios, acerca de la colonizacion por Candida spp. en
pacientes diabéticos, no se hallo diferencias significativas, entre los niveles de
hemoglobina glicosilada y colonizacion de Candida spp., aunque es evidente la
colonizacion y otros autores han reportado que un mal control de la glicemia,
predispone a infeccion por Candida spp. en los pacientes diabéticos [17]. Sin
embargo, Manfredi y colaboradores mencionan que el estado de portador de

Candida es independiente, al nivel de hemoglobina glicosilada [111].

Tampoco se hallé diferencias significativas entre edad y colonizacion; Darwazeh y
colegas en su estudio de colonizacion en pacientes diabéticos, no obtuvieron
diferencias significativas con respecto a edad, los niveles de hemoglobina
glicosilada y/o colonizacion por Candida spp. en ninguno de los dos grupos,
resultados que también confirman nuestro hallazgo [112]. Mlinaric y
colaboradores, no hallaron diferencia significativa en su estudio (p= 0,344),

resultados parecidos a estos (P= 0,341) [105].

Otro dato que se analiz6 fue la susceptibilidad a fluconazol, frente a la edad de los
pacientes y no se observo diferencias entre los dos rangos de edad, sin embargo;
se observd una alta susceptibilidad en ambos grupos. Pema y colegas cuando
analizaron la susceptibilidad a fluconazol, no presenciaron diferencia entre los dos
rangos de edades, menores y mayores de 65 de afos, hallazgos que concuerdan

con este estudio [113].
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En una revisidon bibliogréfica sobre diabetes e hipertension, Crespo y colegas,
hallaron el 53,2% con hipertension arterial en un grupo de pacientes diabéticos,
resultados aproximados en este estudio con un 41,3%. Por lo que, la HTA esta
asociada a los pacientes diabéticos, observandose en una mayor proporcion en
este grupo de pacientes que en la poblacién general. La DM y la HTA son factores
de riesgos en la enfermedad vascular y diversos estudios han confirmado que la

HTA es un componente agravante en el paciente diabético [114].
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VII. CONCLUSIONES

En este estudio se evidencid, un alto porcentaje de pacientes colonizados por
Candida spp. El grupo que sobresalio fue Candida no albicans, especialmente C.

parapsilosis en el grupo de pacientes diabéticos y no diabéticos.

En la identificacion del medio CHROMagar™Candida demostrd ser de gran ayuda
para la identificacion presuntiva de diferentes especies de Candida y las
tonalidades del mismo, no permitieron el diagnostico presuntivo de una u otra
especie. La PCR multiplex, demostré ser altamente especifica y sensible para

Candida spp.

Al conocer los perfiles de susceptibilidad y la distribucion de Candida spp. fue de
gran importancia, gracias a la identificacion de las especies que se encuentran
colonizando a este grupo de pacientes, estos que pueden variar segun el género,
el area geogréfica, el sitio anatomico, afio y el factor de riesgo al cual este

asociado.

El fluconazol es una adecuada opcién antifingica, en este trabajo se encontrd una
alta susceptibilidad sobre las cepas aisladas en este grupo de pacientes;
demostrando adecuada actividad frente a las especies mas importantes de
Candida spp.

El constante cambio hacia la resistencia antimicotica es un riesgo, por lo que
identificar las especies colonizantes en pies y conocer la susceptibilidad de estas
especies, evita fracasos terapéuticos y su uso indiscriminado, es bueno conocer
su epidemiologia en esta area, debido que en la regién caribe, no se han realizado
trabajos en este grupo de pacientes, encaminados en este mismo sentido. Los
resultados obtenidos muestran la importancia y la necesidad de identificar los
aislamientos fangicos y evaluar su patrén de susceptibilidad a los antifungicos, con
el fin de poder establecer las mejores alternativas para acceder a tratamientos con

mayor grado de racionalidad.
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VIIl. ANEXOS
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ANEXO A
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

vl
FACULTAD DE MEDICINA

PROYECTO: Identificacion molecular y evaluacién de la susceptibilidad de Candida spp. colonizantes de pie
en pacientes diabéticos de un grupo de promocion de la salud en Turbaco, Bolivar.

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA

DATOS PERSONALES

NOMBRE

D.l

Fecha de nacimiento

Edad Sexo

Procedencia: Rural ___ Urbana___

Estrato Socioeconémico 1~ 2 3 4 5

CARACTERISTICAS CLINICAS- COMORBILIDADES

HTA__ Adiccion a drogas intravenosas_____
Diabetes Mellitus____ Controlada_____ Alcoholismo___

Ultimo Nivel de HbA1IC VIH

IMC___ Obesidad___ Lupus__

Anemia___ Hematocrito__ Hb__ Malignidad en Quimioterapia_____
Hiperuricemia_____ Radioterapia_____

Sindrome de Cushing_____ Lesiones en mucosaoral_____
Vasculopatia/Neuropatia Periférica_____ Descripcion de la lesion

Protesis dental Posible diagnostico

Embarazo__ Lesiones interdigitales
Tratamiento con Corticoides ___ Descripcion de la lesion
Tratamiento con Citostaticos Posible diagnéstico

Tratamiento con Antibiéticos
Inmunomoduladores

Anticonceptivos
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