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Resumen

Objetivo: Detectar las especies de Candida mas frecuentes en especimenes de pacientes hospitalizados en diferentes centros
médicos de la Ciudad de México, con sospecha de infeccion fingica. Métodos: Los especimenes fueron cultivados en agar
dextrosa Sabouraud a 28 °C por 72 horas. Ademas, se realizo extraccion de ADN. Los aislados fueron cultivados en CHRO-
Magar Candida™ a 37 °C por 72 horas. La identificacion molecular se efectué mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando iniciadores especificos para cuatro especies. Resultados: Se procesaron 81 especimenes que incluyeron
liquidos de lavado bronquial, pleural, cefalorraquideo, peritoneal, ascitis y biliar; sangre, esputo, médula ésea, canula orotraqueal
y ganglio. Por cultivo, 30 (37%) muestras fueron positivas, y por PCR, 41 (50.6%). Por PCR, la frecuencia de especies detec-
tadas fue C. albicans 82.9%, C. tropicalis 31.7%, C. glabrata 24.4% y C. parapsilosis 4.9%. En el 34.1% de los especimenes
se detecté mezcla de especies, indicando coinfeccion: dos especies en cinco especimenes (C. albicans-C. tropicalis y C. albi-
cans-C. glabrata) y tres especies en tres especimenes (C. albicans-C. glabrata-C. tropicalis). Conclusiones: La PCR es una
herramienta util para detectar las especies de Candida comiunmente causantes de infeccion en pacientes hospitalizados, no
requiere cultivo si se parte directamente del espécimen clinico y favorece el diagnéstico temprano de candidiasis invasiva.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida glabrata. Candida spp. Candidiasis invasiva.
Reaccion en cadena de la polimerasa. CHROMagar Candida™.

Abstract

Objective: To identify the most frequent Candida species in specimens from patients hospitalized in different medical centers
of Mexico City, with suspected fungal infection. Methods: Specimens were grown on Sabouraud dextrose agar at 28°C for
72 h. In addition, DNA was extracted. Isolates were grown on CHROMagar Candida™, at 37°C for 48 h. The molecular iden-
tification was performed by polymerase chain reaction (PCR) using primers specific for four species. Results: Eighty one
specimens were processed and included: bronchial lavage, pleural, cerebrospinal, peritoneal, ascites and bile fluids; blood,
sputum, bone marrow, oro-tracheal cannula and ganglion. By culture, 30 samples (37%) were positive, and by PCR, 41 (50.6%).
By PCR, the frequency of species was: Candida albicans 82.9%, Candida tropicalis 31.7%, Candida glabrata 24.4%, and
Candida parapsilosis 4.9%. In 34.1% of specimens a species mixture was detected suggesting a co-infection: Two species in
five specimens (C. albicans-C tropicalis and C. albicans-C glabrata), and three species in three specimens (C. albicans-C.
glabrata-C. tropicalis). Conclusions: The PCR is an useful tool for detection the most common Candida species causing in-
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fection in hospitalized patients, it avoids the requirement of culture weather we start from clinical specimen and it favors the

early diagnosis of invasive candidiasis.

KEY WORDS: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida glabrata. Candida spp. Invasive candidiasis. Polimerase chain

reaction. CHROMagar Candida™.

|ntroducci6n

El género Candida esta constituido por diversas
especies potencialmente causantes de candidiasis,
una micosis de expresién clinica variable (infeccidn
superficial, mucocutanea e invasiva) cuya frecuencia
ha aumentado en las tres Gltimas décadas debido al
incremento de los factores de riesgo en los pacientes
inmunocomprometidos™*.

La candidiasis invasiva es la infeccion nosocomial
de origen fungico més importante por su frecuencia y
gravedad, con indices de letalidad = 40%. Los princi-
pales factores de oportunismo ligados a esta infeccion
incluyen la diabetes mellitus, la infeccion por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH)-sida, la fiebre
asociada a neutropenia, las neoplasias, la instalacion
prolongada de catéteres venosos o urinarios, las val-
vulas cardiacas, el uso prolongado de esteroides, de
antibiéticos de amplio espectro y de inmunosupreso-
res, la cirugia y el trasplante de 6rganos solidos®*".

Entre las mas de 150 especies de Candida descritas,
solo alrededor de 15 han sido aisladas de pacientes
como agentes de infeccion®. Candida albicans permane-
ce como el agente mas comin de infecciones nosoco-
miales, seguido de Candida tropicalis, Candida parapsi-
losis, Candida glabratay Candida krusei. La importancia
de identificar las especies fungicas involucradas en la
infeccion radica en que algunas de ellas presentan re-
sistencia innata a algunos antifingicos*®”9°,

El diagnostico de la candidiasis invasiva es dificil
debido a que los signos y sintomas son inespecificos,
asi como al hecho de que estas levaduras oportunis-
tas son comensales principalmente de las mucosas
en el humano'. En el laboratorio clinico, los procedi-
mientos convencionales para realizar el diagnéstico de
la candidiasis invasiva incluyen estudios morfolégicos
y bioquimicos, como el frotis, el cultivo, la histopato-
logia, la serologia y, en ocasiones, el uso de anticuer-
pos fluorescentes especificos>'2'4, Sin embargo, la
sensibilidad y la especificidad de estos métodos son
bajas. En los pacientes neutropénicos se detectan
levaduras por cultivo o por histopatologia aproximada-
mente a los 120-140 dias posteriores a la deteccion
de este factor predisponente, lo cual induce una

terapia especifica tardia. Para algunos autores, el
cultivo es el método de referencia para el diagnéstico
de la candidiasis invasiva™. Con el objetivo de lograr
un diagnostico mas rapido y especifico para estable-
cer una terapia exitosa, en los Ultimos afios se han
desarrollado y aplicado los procedimientos molecula-
res, como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, polymerase chain reaction) y sus variantes, cu-
yos resultados superan a los procedimientos conven-
cionales en tiempo, sensibilidad y especificidad®6",
Recientemente, la espectrometria de masas ha surgi-
do como una técnica de laboratorio rapida y confiable,
que puede utilizarse como un procedimiento alternati-
vo para la identificacién de hongos'®™18,

En México existen pocos estudios que reportan la
frecuencia de aislamiento de las especies de Candida
en muestras clinicas, y aun son més escasos estos
reportes en los centros hospitalarios de la Ciudad de
México. Las principales especies de Candida asocia-
das a infecciones invasivas son C. albicans, C. tropi-
calis, C. glabratay C. parapsilosis. El objetivo de este
trabajo fue detectar las cuatro especies de Candida
mas relevantes directamente en especimenes clinicos
procedentes de pacientes hospitalizados en diferen-
tes centros de la Ciudad de México con sospecha de
infeccién fungica, y asi contribuir al diagnostico tem-
prano de candidiasis invasiva.

Métodos

Se solicitaron especimenes bioldgicos a diferentes
centros hospitalarios de la ciudad de México, provenien-
tes de pacientes hospitalizados, con uno o més factores
de oportunismo, sospecha clinica de micosis invasiva o
diagnostico no determinado asociado a fiebre de origen
desconocido. Se recibieron y procesaron 81 muestras
del Laboratorio Central correspondiente: 11 del Hospital
de Infectologia del Centro Médico La Raza del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS); 20 del Hospital
Regional General Ignacio Zaragoza, del Instituto de Se-
guridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del
Estado (ISSSTE); 28 del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS; una del
Hospital General Dr. Dario Fernandez Fierro del
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ISSSTE; y 21 del Hospital General de México Dr. Eduar-
do Liceaga de la Secretaria de Salud.

Todas las muestras clinicas fueron cultivadas en
agar dextrosa Sabouraud (ADS) sin antibiéticos, incu-
badas a 28 °C por 72 horas. Se registrd el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC). Los cultivos
de esputo que presentaron crecimiento levaduriforme
fueron considerados positivos cuando tuvieron un nu-
mero = 1 x 10* UFC. Para las muestras estériles se
considerd positivo cualquier crecimiento levadurifor-
me. Los cultivos positivos en ADS fueron resembra-
dos en CHROMagar Candida™ e incubados por
72 horas a 37 °C en oscuridad, con la finalidad de
establecer la identificacion presuntiva de la especie
0 especies involucradas en el proceso infeccioso, de
acuerdo con el color de la colonia; para estos aislados
no fue necesario efectuar la extraccion de ADN.

Como cepas de referencia se incluyeron C. albicans
ATCC 64550, C. glabrata ATCC 90030, C. tropicalis
ATCC 750 y C. parapsilosis ATCC 29019. Estas cepas
fueron sembradas en medio extracto de levadura (YPD,
yeast extract peptone dextrose) e incubadas por 48 ho-
ras a 37 °C. Se realiz6 la extraccion de ADN utilizando
el método de Blin y Stanford™. EI ADN fue tratado con
RNAsa A (10 pg/ml, Invitrogen®) de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante, y purificado, re-suspendido en
agua desionizada esteéril y cuantificado por espectrofoto-
metria. El ADN de estas cepas de referencia fue utilizado
solamente para estandarizar la técnica de PCR.

Para la extraccién de ADN de sangre total se sigui6
el procedimiento recomendado por Loffler, et al®®. A1 ml
de sangre total se adiciond 1 ml de regulador de lisis
para eritrocitos (Tris HCI 10 mM pH 7.6, MgCl, 5 mM,
NaCl 10 mM) y la mezcla se incubé en hielo durante
15 minutos. Se centrifug6 a 13,000 g por 15 minutos. Al
sedimento se le adicion6 1 ml de regulador de lisis para
leucocitos (Tris HCl 10 mM pH 7.6, EDTA 10 mM, NaCl
50 mM, SDS 0.2%) y proteinasa K (concentracion final
200 pg/ul). La mezcla fue incubada a 65 °C por 60 mi-
nutos. Se centrifugd a 13,000 g por 15 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se utilizo el sedimento para
la extraccién de ADN usando el QlAamp DNA mini kit.

Para la extraccién de ADN de otros liquidos corpo-
rales se sigui6 el procedimiento de Loffler, et al.?°. Se
centrifugd 1 ml de muestra a 13,000 g por 5 minutos.
El sedimento fue recuperado y se le adicionaron 650
de solucion de liticasa (150 U de liticasa en Tris HCI
50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH 7.8 y  mercaptoeta-
nol 28 mM). La mezcla fue incubada a 37 °C por
45 minutos y centrifugada a 13,000 g por 15 minutos.
El sedimento fue resuspendido en buffer TE, y el ADN

se extrajo con el QlAamp DNA mini kit, siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN fue almacenado
a -20 °C hasta su utilizacion para la PCR.

El ADN obtenido tanto de las cepas de referencia
(para la estandarizacion de la PCR) como de los es-
pecimenes clinicos (para la deteccion de especies de
Candida) fue utilizado para realizar el ensayo de PCR
con los iniciadores especificos para cada especie,
segun Luo y Mitchell’ (Tabla 1).

De acuerdo con las condiciones propuestas por Luo
y Mitchell®, la mezcla de reaccion contenia 1 ng de
ADN, MgCI 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, oligonucleétidos
0.5 yM y Taq polimerasa 0.5 U. Las condiciones de
amplificacion consistieron en desnaturalizacién inicial
a 96 °C por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C por 30 segundos; alineamiento a 58 °C por 30
segundos; y polimerizacién a 72 °C por 30 segundos.
Se propici6 una extension final a 72 °C por 15 minutos.
Los amplicones fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio.
Previa estandarizacién con las cepas de referencia, la
especie de Candida se determin6 de acuerdo con el
tamafio del amplicon obtenido (Tabla 1).

A partir de un cultivo de C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata 'y C. parapsilosis de 24 horas en ADS, se
prepard una suspension y se adicion6 a 500 pl de
sangre total/EDTA obtenida de un individuo sano, de
tal forma que la cantidad de levaduras para determi-
nar la sensibilidad de la PCR en este producto biol6-
gico fuera de 5, 10, 50, 100 y 500 células en 500 pl.
Esta mezcla fue procesada para la extraccion de ADN
y para la PCR siguiendo los procedimientos descritos
previamente. El limite inferior de deteccion de ADN
utilizando las diferentes cantidades de levaduras en
muestras de sangre total fue de 100 células/500 ul
para cada una de las cuatro especies.

Resultados

En la figura 1 se muestran los productos de ampli-
ficacion obtenidos con el ADN de las cuatro especies
de Candida de referencia, utilizando los iniciadores
especificos de especie. El tamafio de los amplicones
observado fue igual al esperado.

Las 81 muestras clinicas procesadas pertenecian a
adultos de entre 20 y 70 afios, el 64.5% hombres y el
35.5% mujeres, e incluyeron 25 liquido de lavado bron-
quial (LLB), 19 de sangre, 15 de esputo, 7 liquido
pleural, 3 liquido peritoneal, 3 liquido de ascitis, 2 liqui-
do cefalorraquideo, 2 orina, 1 liquido de vesicula biliar,
1 secrecion de Ulcera, 1 médula 6sea, 1 canula
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para amplificar la region ITS1/ITS2 de especies de Candida'®

Especie Iniciador Secuencias (5'- 3') Tamano del N.° de acceso a GenBank
amplicon (pb)
Candida albicans CAL1 ttc atc aac ttg tca cac ~ 273 L47111, L28817
cag a
CAL2 atc ccg cct tac cac tac cg
Candida glabrata CGLA1 tta tca cac gac tcg cac ct ~ 423 AB032177, AF167993
CGL2 ccc aca tac tga tat ggc
ctacaa
Candida parapsilosis CPA1* ttg gta ggc ctt cta tat ggg ~ 320 =300 AF287909, L47109
CPA3T? gcc aga gat taa act caa
ccaa
CPA2 cct atc cat tag ttt ata ctc
cge
Candida tropicalis CTR1 caa tcc tac cgc cag agg ~ 357 AF287910, AF268095
ttat
CTR2 tgg cca cta gca aaa taa

gcgt

*Amplifica solo especies del grupo | de C. parapsilosis.
fTAmplifica todos los grupos de las especies de C. parapsilosis.

CAL: iniciador para C. albicans; CGL: iniciador para C. glabrata; CPA: iniciador para C. parapsilosis; CTR: iniciador para C. tropicalis
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Figura 1. Productos de amplificacién de las regiones ITS 1 e ITS2 de las cepas de referencia (C. albicans, carriles 1-3; C. glabrata, carriles 4-6;
C. tropicalis, carriles 7-9; y C. parapsilosis, carriles 10-12). Se utilizaron 100, 10 y 1 ng de ADN total para cada especie. M: marcador de 100 pb.

(-): controles negativos.

orotraqueal y 1 ganglio. La mayoria de los pacientes
(67.5%) tenia como diagndstico neumonia, una minoria
tuberculosis pulmonar (6.1%) y el resto otros diagnos-
ticos. De las 19 muestras de sangre, 17 correspondian
a pacientes con diagndstico de fiebre de origen desco-
nocido. Considerando los tres productos biolégicos ma-
yoritarios, de las 25 muestras de LLB, 19 de sangre
total y 15 de esputo, 20 (80%), 3 (15.7%) y 14 (93.3%),
respectivamente, resultaron positivas por cultivo o PCR
(o por ambos métodos).

En la tabla 2 se muestra el resultado comparativo de
las muestras que fueron positivas por cultivo y por PCR
de los LLB, y en la tabla 3 puede verse el resultado
correspondiente de otros liquidos corporales. De las 81

muestras, 30 (37%) resultaron positivas por cultivo en
ADS para Candida spp., y un cultivo correspondi6 a
Cryptococcus sp.

De los cultivos en CHROMagar Candida™, la espe-
cie que con mayor frecuencia se aislé fue C. albicans
(24/30, 80%), seguida de C. glabrata'y C. tropicalis
(4/30, 13.3% para cada una). En este medio no se
identifico C. parapsilosis. En tres casos (10%) se iden-
tificd asociacion de dos especies: uno de C. tropicalis
con C. krusei 'y dos de C. albicans con C. tropicalis.

Por PCR se detectaron 41 (50.6 %) muestras posi-
tivas para Candida spp. La especie mas frecuente fue
C. albicans (82.9%), seguida de C. tropicalis (31.7%),
C. glabrata (24.4%) y C. parapsilosis (4.9%). En 14
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Tabla 2. Deteccion de Candida spp. en el liquido de lavado bronquial procesado por cultivo y PCR especifica de especie

Muestra Diagnéstico previo Cultivo en ADS Cultivo en CHROMagar Candida™ PCR especifica de especie
LLB 08-193 Neumonia Negativo Negativo C. albicans
170 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans
105 EVC Positivo C. glabrata C. albicans,
C. glabrata
08-275 Micosis pulmonar Positivo C. tropicalis C. tropicalis
628-08 Neumonia Negativo Negativo C. albicans
416 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans
485-08 Neumonia Negativo Negativo C. albicans,
C. glabrata,
C. tropicalis
74 Neumonia Negativo Negativo C. tropicalis
1981 Neumonia Negativo Negativo C. albicans
43 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans,
C. tropicalis
676-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans,
C. glabrata
1979 Neumonia Negativo Negativo C. albicans,
C. glabrata
101 EVC Positivo C. albicans C. albicans
511 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans,
C. tropicalis
1012-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans
08-512 TR, neumonia Negativo Negativo C. albicans
08-505 VIH/micosis Positivo C. albicans C. glabrata
C108 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans
C23 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans
81 Neumonia Positivo C. glabrata C. glabrata

ADS: agar dextrosa Sabouraud; LLB: liquido de lavado bronquial; EVC: enfermedad vascular cerebral; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; TR: trasplante renal; VIH: virus de la

inmunodeficiencia humana.

casos (34.1%) se evidenciaron dos o tres especies.
Las mezclas predominantes de dos especies fueron:
cinco casos de C. albicans con C. tropicalis y tres
casos de C. albicans con C glabrata. Respecto a la
mezcla de tres especies, predominaron C. albicans,
C. glabrata 'y C. tropicalis, en tres casos.
Comparando los resultados obtenidos para la identi-
ficacion de especies de Candida por cultivo en CHRO-
Magar Candida™ y por PCR, el cultivo mostré en total
12 falsos negativos. Cuando en este medio se identifico
una especie, esta también se detecté por PCR. Por
cultivo en CHROMagar Candida™ se observo asocia-
cion de dos especies en tres casos, y por PCR la aso-
ciacion de dos o tres especies se encontro en 14 casos.
Estos resultados evidencian las mayores sensibilidad,

especificidad y rapidez de la técnica de PCR al com-
pararla con el cultivo en CHROMagar Candida™.

En la figura 2 se muestran algunos productos am-
plificados de las cuatro especies de Candida obteni-
dos a partir de muestras clinicas con los iniciadores
especificos para Candida spp.

Una muestra de esputo fue positiva por cultivo en
ADS, identificada como C. glabrata en CHROMagar
Candida™ y negativa por PCR.

La figura 3 presenta los resultados obtenidos por
cultivo y por PCR para cada una de las especies de
Candida. La diferencia de positividad de cada proce-
dimiento esta directamente relacionada con la fre-
cuencia con que se identificaron las cuatro
especies.
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Discusion

Las infecciones por Candida spp. son causa de
gran morbilidad y mortalidad en pacientes con algin
factor de oportunismo asociado, por lo que su diag-
nostico debe ser rapido y confiable para establecer
un tratamiento eficaz y oportuno.

Actualmente, algunos autores consideran el cultivo
como método de referencia para el diagndstico de can-
didiasis invasiva, en particular a partir de muestras
estériles'™. Para otros autores este procedimiento no
es totalmente confiable, debido a que, tratandose de
muestras sanguineas, hasta el 50% de ellas son nega-
tivas y el tiempo en que se obtiene el resultado es de
3 dias 0 mas®'2'. Los procedimientos moleculares han
mostrado ser mas rapidos, sensibles, especificos y
confiables que los métodos fenotipicos'”8. En el pre-
sente trabajo se utilizo la PCR especifica para deter-
minar la frecuencia de las cuatro especies de Candida

reportadas como mas comunes que afectan a los pa-
cientes hospitalizados por diversas causas.

Considerando el origen de las muestras, el porcen-
taje de positividad més alto, tanto por cultivo como por
PCR (93.3%), correspondié al esputo, unico producto
no estéril procesado en este estudio. La mayoria de los
pacientes de quienes provenian estas muestras tenian
un diagnostico previo de infeccion (neumonia, absceso
pulmonar, tuberculosis o infeccion por VIH), por lo que
basados en el nimero elevado de levaduras detectadas
por cultivo en ADS consideramos que un alto nimero
de ellos tenia una franca infeccién por Candida.

Las muestras de LLB mostraron una mayor positivi-
dad por la PCR (80%) que por el cultivo en ADS (52%).
Esta diferencia podria atribuirse parcialmente a que la
respuesta inmunitaria especifica o inespecifica del hos-
pedero podria ejercer un efecto fungicida o fungistatico
sobre las levaduras, lo cual impediria su desarrollo.
Schabereiter-Gurtner, et al.?', encontraron un 19.4% de

600 pb ___
423 pb ___

273pb

— 357 pb
— 320pb

Figura 2. Productos de amplificacion de las regiones ITS 1 e ITS2 de las cuatro especies de Candida recuperadas de muestras clinicas.
M: marcador de 100 pb. Carril 1: 511; carril 2: 08-512; carril 3: C11; carril 4: 2719; carril 5: 485-08; carril 6: 08-505; carril 7: 1151-08; carril 8: 512.
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Figura 3. Correlacion entre el resultado de la PCR y del cultivo para la deteccion de cada una de las cuatro especies de Candida (n = 81).



J.L. Camacho-Cardoso, et al.: Candida spp. en pacientes hospitalizados

Tabla 3. Deteccion de Candida spp. en diversas muestras por cultivo y PCR especifica de especie

Muestra Diagnéstico previo Cultivo en Cultivo en CHROMagar Candida™ PCR especifica de
ADS especie

Esputo 171 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans

188 AP Positivo C. glabrata C. glabrata, C. tropicalis

248 Tb Positivo C. albicans C. albicans

496-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans, C. tropicalis

617-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans

459 Tb Positivo C. albicans C. albicans

460 VIH Positivo C. albicans C. albicans

426 VIH Positivo C. albicans C. albicans

656-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans

519 Neumonia Positivo C. tropicalis, C. glabrata, C. tropicalis,
C. krusei C. parapsilosis

543 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans, C. tropicalis

2719 Neumonia Positivo C. albicans, C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis C. tropicalis

1151-08 Neumonia Positivo C. albicans C. albicans, C. parapsilosis

289 Tb Positivo C. glabrata Negativo

Sangre C547 FOD Negativo Negativo C. albicans

19 FOD Negativo Negativo C. albicans

23 FOD Negativo Negativo C. albicans

Orina 536-08 ND Positivo C. albicans C. albicans

C11 ND Positivo C. albicans C. albicans, C. tropicalis,
C. tropicalis C. glabrata

Liquido pleural 662  Enteropatia, Neumonia ~ Negativo Negativo C. albicans

Bilis 2508 Septicemia Positivo C. albicans C. albicans, C. tropicalis

Ganglio 825 VIH, Tb Negativo Negativo C. tropicalis

LCR Meningitis Positivo ND* Negativo

*En el examen microscépico con tinta china se observaron levaduras redondas, capsuladas.

ADS: agar dextrosa Sabouraud; AP: absceso pulmonar; FOD: fiebre de origen desconocido; LCR: liquido cefalorraquideo; ND: no determinado; PCR: reaccion en cadena de la

polimerasa; Th: tuberculosis; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

falsos negativos en cultivos de diferentes especimenes
para Candida spp. y Aspergillus spp. en comparacion
con la PCR en tiempo real. El tratamiento con antifln-
gicos previo a la toma de muestras podria tener tam-
bién un efecto directo en la inhibicion del crecimiento
de las levaduras'"22,

Las 19 muestras de sangre fueron negativas por
cultivo en ADS y presentaron un bajo porcentaje de
positividad por PCR (15.7%). Los falsos negativos han
sido atribuidos a sustancias inhibidoras de la PCR,
como la hemoglobina y la lactoferrina, cominmente
asociadas a los eritrocitos y los leucocitos, respecti-
vamente®. En contraste con nuestros resultados,

varios autores han encontrado que la positividad del
hemocultivo oscila entre el 50 y el 60% de los casos®.
En un estudio de pacientes con fiebre de origen des-
conocido, Méndez, et al.?® encontraron que el 35%
cursaban con alguna infeccidn fungica, principalmente
candidiasis, por lo que es necesario considerar este
tipo de infecciones en el diagnéstico presuntivo.

Las dos muestras de orina procesadas fueron positivas
por cultivo en ADS y por PCR. Aunque la candiduria no
es un indicador especifico de candidiasis, ha sido pro-
puesta como un indicador de mal pronéstico en pacientes
de edad avanzada, como consecuencia de otras enfer-
medades asociadas. Los urocultivos positivos de los
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pacientes graves (estancia prolongada en la unidad de
cuidados intensivos, prematuros, pacientes con quema-
duras o receptores de trasplante) son particularmente
importantes, porque pueden preceder a una candidemia
o ser indicio de una candidiasis renal grave'®2.

Respecto a la distribucion de especies por ambos
métodos, se detectd con mayor frecuencia C. albicans,
seguida de C. tropicalis y C. glabrata. Esta frecuencia
es igual a la reportada por otros autores mexicanos que
han realizado una metodologia similar®. En un estudio
llevado a cabo por Hernandez, et al.?, a partir de dife-
rentes productos biolégicos y utilizando métodos feno-
tipicos, se report6 una frecuencia de aislamiento de C.
albicans del 68.6%, seguida de C. parapsilosis (8.6%)%.
En un estudio de vigilancia de 3 afios (2004-2007) con
aislados de Candida spp. obtenidos de pacientes de
cinco centros hospitalarios de Monterrey (México), y
utilizando estudios fenotipicos, Gonzalez, et al.?” repor-
taron C. parapsilosis como la especie mas frecuente
(37.9%) aislada de sangre, seguida de C. albicans
(31.9%), C. tropicalis (14.8%) y C. glabrata (8%), prin-
cipalmente en poblacion pediatrica portadora de caté-
teres. Este trabajo incluy6 solo poblacion adulta, y C.
parapsilosis se identifico en un bajo porcentaje Unica-
mente por PCR (4.9%), ya que es una especie que no
se identifica por cultivo en CHROMagar Candida™.

El CHROMagar Candida™ es una técnica sencilla y
relativamente econdémica en el laboratorio de diagnos-
tico micologico. Tiene como ventaja que detecta mez-
clas de especies y proporciona, en un maximo de
72 horas, la identificacion presuntiva de algunas es-
pecies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropi-
calisy C. krusei)®'®. En este trabajo, solo en tres casos
(10%) se detectdé mezcla de especies en este medio.

La PCR fue notablemente superior en la deteccion
de mezcla de especies (34.1%) respecto al CHROMa-
gar Candida™. Se detectaron asociaciones de dos y
tres especies en la misma muestra biolégica. La de-
teccidn de coinfecciones por dos 0 méas especies en
muestras clinicas también ha sido reportada por otros
autores®30. La deteccion de mezclas es util para la
eleccion de un tratamiento adecuado, ya que una o
méas especies podrian ser resistentes a uno 0 mas
antifungicos, lo cual podria conducir a la administra-
cion de una terapia inapropiada y con ello favorecer
la selectividad de resistencia y la diseminacion de los
agentes etiologicos''*. Actualmente la PCR es una
herramienta también dtil para la deteccion de cepas
resistentes a los antifungicos de uso terapéutico®'8.

C. albicans es la especie predominante como agente
causal de candidiasis. Este microorganismo representa

un serio problema de salud publica con relevancia clinica,
debido a su alta tasa de morbimortalidad®*”%. Es rele-
vante, ademas de su alta frecuencia, porque en los Ulti-
mos afios se ha detectado un incremento en la aparicion
de cepas resistentes a los compuestos azdlicos'®"32,

En los EE.UU., C. tropicalis es la cuarta especie
causante de candidiasis sistémica, mientras que en
Latinoamérica es la segunda*®. Existen reportes que
refieren que C. tropicalis adquiere rapidamente resis-
tencia durante la terapia con azoles?'.

Se sabe que C. glabrata presenta resistencia intrinse-
ca al fluconazol y resistencia cruzada a otros azoles* 132,
Esta especie frecuentemente causa infecciones en
pacientes bajo terapia profilactica con azoles®%"%,

Aunque C. parapsilosis es un patdgeno exégeno que
se ha encontrado en la piel normal, esta especie esta
involucrada en infecciones sistémicas, en particular en
neonatos”?4, En América Latina, C. parapsilosis se ha
encontrado en pacientes de todas las edades*. En
menor proporcion que otras especies, C. parapsilosis
también ha desarrollado resistencia a compuestos azé-
licos de uso comuln en la terapia antifingica®'.

De los métodos actuales para establecer el diag-
nostico de candidiasis invasiva, la Food and Drugs
Administration de los EE.UU. ha aprobado cuatro:

— MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/loni-
zation Time-Of-Flight) es un procedimiento que uti-
liza espectroscopia de masas y requiere un cultivo
puro de levadura que puede necesitar de 24 a 48
horas. Después de este tiempo, el resultado puede
conocerse en 10-15 minutos, con la ventaja de co-
nocer la mayoria de las especies de Candida.

— PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid Fluorescent In
Situ Hybridization) requiere un cultivo no necesa-
riamente puro, y solo aporta dos resultados pa-
reados: C. albicans/C. tropicalis y C. glabratalC.
kruseilC. parapsilosis (no da informacién para una
sola especie). Existe en forma de kit comercial.

— La prueba de B-D-glucano detecta este componen-
te de la pared flngica en sangre, por lo que es una
prueba panflngica (Candida spp., Aspergillus spp.,
Pneumocystis jirovecii, hongos dematiaceos y va-
rios mas). Requiere dos resultados positivos para
confirmarse. Es una prueba inespecifica, cara y
tediosa, por lo que no ha sido muy aceptada.

— T2Candida es una prueba basada en PCR que
utiliza resonancia magnética para detectar Candida
spp. en sangre total. Aporta resultados pareados
igual que la PNA-FISH. Después de procesada la
sangre (lisis quimica y mecanica de eritrocitos), el
resultado esta disponible en 3-4 horas®.
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Segln nuestros resultados, la PCR especifica de
especie mostrd cuatro ventajas principales respecto
al cultivo: 1) se obtuvo un 13% mas de resultados po-
sitivos; 2) es un procedimiento rapido, pues desde que
se recibe el espécimen hasta tener el resultado para
las cuatro especies mas comunes el tiempo invertido
es de 6 horas, y el tiempo de espera de un cultivo es
de 48-72 horas; 3) es posible detectar mezclas hasta
de tres especies, mientras que con CHROMagar Can-
dida™ se detectaron mezclas de dos especies; y 4) si
bien el costo es mas alto que el del cultivo (estimado
en $ 560.00 M.N., $ 31.1 USD para las cuatro espe-
cies), este es bajo si se toma en cuenta el costo que
implicaria una candidiasis invasiva no diagnosticada
0 mal tratada. Estas caracteristicas fundamentan la
propuesta de utilizar dicha técnica como un procedi-
miento que identifica al 80% de las especies causan-
tes de candidiasis invasiva, enfermedad que en Méxi-
co no ha sido suficientemente explorada.

Financiamiento

Este trabajo fue realizado con el apoyo financiero
de PAPIIT (Programa de Apoyo a Proyectos de Inves-
tigacion e Innovacion Tecnoldgica), de la Direccién
General de Asuntos del Personal Académico, UNAM
(Clave del Proyecto: IN224006).

José Luis Camacho Cardoso fue becario de CONA-
CYT para este trabajo (NUumero de apoyo 205279).

Maria Angeles Martinez Rivera es becaria EDI,
COFAA, del Instituto Politécnico Nacional (IPN) y del
Sistema Nacional de Investigadores (SNI), CONACYT.

Agradecimientos

A todas las personas que nos proporcionaron mues-
tras clinicas: M. en C. Rocio Lopez, del Hospital Ge-
neral Ignacio Zaragoza; .S.S.S.T.E. M. en C. Alexandro
Bonifaz, del Hospital General de México Dr. Eduardo
Liceaga; y QBP. Rosa Maria Cervantes, del Hospital
de Infectologia, Centro Médico La Raza, IMSS.

Bibliografia

1. Linton CJ, Borman AM, Cheung G, et al. Molecular identification of un-
usual pathogenic yeast isolates by large ribosomal subunit gene sequen-
cing: 2 years of experience at the United Kingdom mycology reference
laboratory. J Clin Microbiol. 2007;45:1152-8.

2. Falagas ME, Roussos N, Vardakas KZ. Relative frequency of albicans
and the various non-albicans Candida spp among candidemia isolates
from inpatients in various parts of the world: a systematic review. Int J
Infect Dis. 2010;14: €954-66.

3. Aittakorpi A, Kuusela P, Koukila-Kahkola P, et al. Accurate and rapid
identification of Candida spp. frequently associated with fungemia by
using PCR and the microarray-based prove-it sepsis assay. J Clin Mi-
crobiol. 2012;50:3635-40

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

. Sardi JSO, Scorzoni L, Bernardi T, et al. Candida species: current epi-

demiology, pathogenicity, biofilm formation, natural antifungal products
and new therapeutic options. J Med Microbiol. 2013;62:10-24.

. Armstrong-James D. Invasive Candida species infection: the importance

of adequate empirical antifungal therapy. J Antimicrob Chemother.
2007;60:459-60.

. Pfaller MA, Diekema DJ. Epidemiology of invasive candidiasis: a persis-

tent public health problem. Clin Microbiol Rev. 2007;20:133-63.

. Guinea J. Global trends in the distribution of Candida species causing

candidemia. Clin Microbiol Infect. 2014;20:5-10.

. Yapar N. Epidemiology and risk factors for invasive candidiasis. Ther

Clin Risk Manag. 2014;10:95-105.

. Estrada-Barraza D, Davalos-Martinez A, Flores-Padilla L, et al. Compa-

racion entre métodos convencionales, CHROMagar Candida y el método
de la PCR para la identificacion de especies de Candida en aislamientos
clinicos. Rev Iberoam Micol. 2011;28:36-42.

. Durén-Valle MT, Sanz-Rodriguez N, Mufioz-Paraiso C, et al. Identifica-

tion of clinical yeasts by Vitek MS system compared with APl ID 32 C.
Med Mycol. 2014;52:342-9.

. Pontén J. Utilidad de los marcadores biologicos en el diagndstico de la

candidiasis invasora. Rev Iberoam Micol. 2009;26:8-14.

. Ellepola ANB, Morrison CJ. Laboratory diagnosis of invasive candidiasis.

J Microbiol. 2005;43:65-84.

. Pincus DH, Orenga S, Chatellier S. Yeast identification — past, present,

and future methods. Med Mycol. 2007;45:97-121.

. Lopes-Colombo A, Cortes JA, Zurita J, et al. Recommendations for the

diagnosis of candidemia in Latin America. Rev Iberoam Micol. 2013;
30:150-7.

. McCarty TP, Pappas PG. Invasive candidiasis. Infect Dis Clin North Am.

2016;30:103-24.

. Luo G, Mitchell TG. Rapid identification of pathogenic fungi directly from

cultures by using multiplex PCR. J Clin Microbiol. 2002;40:2860-5.

. Buitrago MJ, Aguado JM, Ballen A, et al. Efficacy of DNA amplification

in tissue biopsy samples to improve the detection of invasive fungal di-
sease. Clin Microbiol Infect. 2012;19:E271-77.

. Arvanitis M, Anagnostou T, Fuchs BB, et al. Molecular and nonmolecular

diagnostic methods for invasive fungal infections. Clin Microbiol Rev.
2014;27:490-526.

. Blin N, Stafford DW. A general method for isolation of high molecular

weight DNA from eukaryotes. Nucleic Acids Res. 1976;3:2303-8.
Loffler J, Hebart H, Schumacher U, et al. Comparison of different me-
thods for extraction of DNA of fungal pathogens from cultures and blood.
J Clin Microbiol. 1997;35:3311-2.

Schabereiter-Gurtner C, Selitsch B, Rotter ML, et al. Development of
novel real-time PCR assays for detection and differentiation of eleven
medically important Aspergillus and Candida species in clinical speci-
mens. J Clin Microbiol. 2007;45:906-14.

Guery BP, Arendrup MC, Auzinger G, et al. Management of invasive candi-
diasis and candidemia in adult non-neutropenic intensive care unit patients:
part |. Epidemiology and diagnosis. Intensive Care Med. 2009;35:55-62.
Maaroufi Y, De Bruyne JM, Duchateau V, et al. Early detection and
identification of commonly encountered Candida species from simulated
blood cultures by using a real-time PCR-based assay. J Mol Diagnostics.
2004,;6:108-14.

Filioti J, Spiroglou K, Roilides E. Invasive candidiasis in pediatric inten-
sive care patients: epidemiology, risk factors, management, and outco-
me. Intensive Care Med. 2007;33:1272-83.

Méndez-Tovar LJ, Manzano-Gayosso P, Cumplido-Uribe C, et al. Mico-
sis invasivas en pacientes inmunodeprimidos con fiebre de origen des-
conocido. Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2012;50:609-14.
Hernandez-Hernandez F, Cérdova-Martinez E, Manzano-Gayosso P, et al.
Frecuencia de micosis en pacientes inmunosuprimidos de un hospital
regional de la Ciudad de México. Salud Publica Mex. 2003;45:455-60.
Gonzélez GM, Elizondo M, Ayala J. Trends in species distribution and
susceptibility of bloodstream isolates of Candida collected in Monterrey,
Mexico, to seven antifungal agents: results of a 3-year (2004 to 2007)
surveillance study. J Clin Microbiol. 2008;46:2902-5.

Philip A, Odabasi Z, Matiuzzi G, et al. Syscan3, a kit for detection of
anti-Candida antibodies for diagnosis of invasive candidiasis. J Clin Mi-
crobiol. 2005;43:4834-5.

Lockhart SR, Igbal N, Cleveland AA, et al. Species identification and
antifungal susceptibility testing of Candida bloodstream isolates from
population-based surveillance studies in two U. S. cities from 2008 to
2011. J Clin Microbiol. 2012;50:3435-42.

Quindés G. Epidemiology of candidaemia and invasive candidiasis.
A changing face. Rev Iberoam Micol. 2014;31:42-8.

Manzano-Gayosso P, Méndez-Tovar LJ, Arenas R, et al. Levaduras causan-
tes de onicomicosis en cuatro centros dermatolégicos mexicanos y su sensi-
bilidad antifingica a compuestos azdlicos. Rev Iberoam Micol. 2011;28:32-5.
Pfaller MA, Moet GJ, Messer SA, et al. Candida bloodstream infections:
comparison of species distributions and antifungal resistance patterns in
community-onset and nosocomial isolates in the SENTRY antimicrobial sur-
veillance program, 2008-2009. Antimicrob Agents Chemother. 2011;55:561-6.

589



