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Resumen:

Durante el periodo de enero de 2010 a septiembre de 2013 se procedid a realizar un
estudio de tipo descriptivo y prospectivo sobre candiduria, tomando como poblacion de
estudio pacientes pediatricos sondados admitidos en la UCI del Hospital del Nifio Jesus
de Tucuman (HNJT)-Argentina y que habian presentado cultivos positivos para Candida
en las muestras de orina. Se confirmaron 46 de 68 casos mediante una segunda toma de
muestra previo recambio de sonda, determinando una prevalencia del 5,9 % e incidencia
anual de 14,3 cada 1000 pacientes ingresados. En 8 pacientes se aislaron hasta tres
veces Candida, de estos la mitad tuvieron hasta un cuarto cultivo positivo. Los analisis
estadisticos realizados no pudieron demostrar diferencias significativas con ningdn
factor predisponente registrado (edad, sexo, enfermedad de base, instrumentacion
médica-quirdrgica, tipo de tratamiento, micosis por Candida u otro hongo y sobrevida).
Se encontr6 gran variabilidad en los valores de leucocitos por campo de orinay UFC/mL
en las muestras de orina. Candida albicans fue el aislado mas comun (41,3 %), seguida
de C. tropicalis (30,4 %), C. glabrata (8,7 %), C. krusei y C. parapsilosis cada una con
(4,3 %) y en tres pacientes coexistieron C. albicans y C. tropicalis y en uno C. tropicalis
y C. lusitaniae. Se detectaron dos aislados resistentes a fluconazol, ambos por C. krusei.
Y se observé que el 100 % de las cepas testeadas fueron capaces de formar biopeliculas
in vitro. En base a estos datos, se concluye que independientemente de los factores de
riesgo, el nimero de leucocitos y UFC/mL observados y de la especie aislada, todas
aguellas muestras de orina positivas para Candida provenientes de pacientes
pediatricos sondados deben ser consideradas como compatibles con candiduria hasta
confirmacién con un nuevo cultivo positivo, previo recambio de sonda. El tratamiento de
profilaxis y/o empirico con fluconazol es adecuado en el HNJT. Sin embargo, es esencial
identificar las levaduras a nivel de especie debido a existencia de cepas con resistencia

intrinseca o secundaria a dicho antifingico. Por ultimo, la formacién de biopelicula por
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Candida podria explicar la poca o nula actividad del fluconazol en aislados sensibles in

vitro y la duracion de la infeccién en los pacientes con sucesivos aislados.

pag. 5




Tesis Maestria: Candiduria en una UCI pediatrica. Agentes etiologicos, perfil de sensibilidad y capacidad de formacion de bio-pelicula.
Autor: biog. Christian Alvarez. Afio: 2016

Introduccion:

Las levaduras del género Candida pueden ser encontradas en varios ecosistemas tales
como suelo, comida, agua, o0 bien, formar parte de la micobiota de los humanos y
animales. Son microorganismos comensales que habitan principalmente el tracto
gastrointestinal y también forman parte de la biota vaginal, la uretra y los pulmones. Sin
embargo, si se producen alteraciones o modificaciones en el equilibrio existente entre
(Individuo-Candida), dicha levadura puede expresar factores de virulencia y
comportarse como un patégeno oportunista produciendo una gran variedad de

enfermedades (1).

La ruptura del equilibrio puede ser producida por uno o varios factores al mismo tiempo.
Entre ellos, la disminucion de las defensas del hospedador de origen fisiolégico (edades
extremas, embarazo), por enfermedades de base (diabetes, endocrinopatias), por
inmunodepresion (virus de inmunodeficiencia humana (VIH), leucemia), por
tratamientos (antibioticoterapia, quimioterapia, corticoterapia), entre otros. O bien, por la
disrupcién anatémica producto de quemaduras, la implantacién de dispositivos médicos
0 cirugias invasoras. Estas afirmaciones fueron corroboradas por técnicas de biologia
molecular, demostrando que en algunos casos los microorganismos aislados de las

infecciones eran idénticos a los provenientes de la biota autoctona del paciente (2).

Las infecciones fungicas, invasoras o no, han aumentado en los dltimos afios en
frecuencia y en complejidad. Entre los hongos levaduriformes es de destacar el
incremento de las infecciones por Candida, especialmente las fungemias nosocomiales.
En la década de los afios 80, el National Nosocomial Infecctions Surveillance System
(NNISS) confirm6 el crecimiento significativo de la incidencia de infecciones fungicas
gue pasaron de 2,0 a 3,8 infecciones/1000 pacientes al final de esa década, el 78 % de

las mismas fueron causadas por levaduras del género Candida. Asimismo, entre los
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microorganismos que causaban infeccion del torrente sanguineo y que se aislaban en
hemocultivos, los hongos ocuparon el 4° lugar, por delante de patégenos tan comunes
como Escherichia coli. Las candidemias nosocomiales representaron el 8-10 % del total
de infecciones hospitalarias adquiridas por via hematdgena en EE.UU. Esto
corresponde a un aumento del 487 % en su frecuencia durante este periodo; con 5 a 10
casos cada 10.000 ingresos, tanto en pequefios como grandes hospitales; y con una

tasa de mortalidad del 38-50 % (3).

En un reciente estudio multicéntrico, realizado entre 2008 al 2010, Nucci et al. (4)
constataron que Argentina fue el pais de Latinoamerica con la tasa mas alta de
candidemia 1,95 casos por cada 1000 admisiones y 0,24 casos cada 1000 pacientes-
dia; un alto porcentaje de nifios (44,2 %) habian sufrido al menos un episodio de
candidemia; Candida albicans fue la especie aislada con mas frecuencia en sangre,
seguida de Candida parapsilosis y Candida tropicalis; y la mayoria de las cepas

presentaron bajas tasas de resistencia frente a los antifiingicos testeados.

Es necesario aclarar que el uso de las drogas azdlicas como el fluconazol en profilaxis
0 en tratamientos continuos a bajas dosis, en ocasiones, genera selecciéon de especies

con resistencia primaria o con capacidad de desarrollar resistencia secundaria (5).

La ruta de infeccion por Candida puede ser endégena o exégena. La mayoria de las
veces la infeccién por Candida es de origen enddgeno, es decir, causada por levaduras
integrantes de la microbiota autdctona del paciente. En tales circunstancias, el tracto
digestivo constituiria la principal puerta de entrada del microorganismo en la sangre. Se
postula que en pacientes neutropénicos las lesiones de la mucosa digestiva
favorecerian el paso de las levaduras de la luz intestinal al torrente sanguineo. Mientras
gue, en los pacientes no neutropénicos la invasién sanguinea seria precedida por la

colonizacion del tracto digestivo y posterior translocacion del hongo a través de la pared
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intestinal. En cualquier caso, la colonizacion del tracto digestivo condicionaria, en gran
medida, el desarrollo de candidiasis invasora (6). En otras ocasiones el origen de la
infeccidn es exodgeno, tras colonizacion de catéteres, dispositivos intravasculares, o
debido a la transmisién cruzada (por las manos del personal). Es importante aclarar,
que algunas especies de Candida son capaces de permanecer hasta 45 min en las

manos del personal sanitario (7).

Independiente de la via de infeccidn, C. albicans es la especie que con mayor frecuencia
se aisla de muestras biol6gicas. Aunque con el paso del tiempo se observaron cambios
paulatinos de la prevalencia de especies de Candida productora de las infecciones
hospitalarias. Estos hallazgos se encuentran condicionados por los factores

predisponentes presentes en los pacientes.

En la actualidad, en los paises Latinoamericanos existe un significativo incremento de
infecciones por C. parapsilosis y C. tropicalis (4,5,8-10). En contraste con la alta
incidencia de C. glabrata en los Estados Unidos de Norteamérica. Ademas, se han
descripto especies que tienen similitudes fenotipicas a algunas de las especies
conocidas de Candida, pero que son genéticamente distintas. Entre ellas, Candida
dubliniensis, especie muy préxima a C. albicans, al principio se aislé en infecciones
orales y orofaringeas en pacientes con SIDA y también se observé que algunos aislados
pueden presentar resistencia al fluconazol (11). Otras especies descriptas son C.
metapsilosis y C. orthopsilosis, las mismas forman parte del complejo C. parapsilosis y
tienen minimas diferencias en su respuesta a los antifungicos (12). Cabe destacar que

C. orthopsilosis ha sido implicada en brotes nosocomiales (13).

También se han descrito C. nivariensis y C. bracarensis como especies que forman
parte del complejo C. glabrata (14,15). La primera fue descrita por primera vez en

Espafia y luego fue aislada de diferentes tipos de infecciones en Indonesia, Japon e
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Inglaterra; los aislados en general son menos sensible a los azoles que C. glabrata. C.
bracarensis ha causado diferentes tipos de infecciones en Portugal, Inglaterra y Estados

Unidos, siendo su sensibilidad a los antifingicos similar a la de C. glabrata (16).

Por otro lado, las infecciones hospitalarias constituyen un problema endemo-epidémico
controlable, aunque son dificiles de erradicar. En la actualidad se las denominan como
Infecciones Asociadas al Cuidado de la Salud (IACS), debido al incremento de los
procedimientos ambulatorios y con el objeto de acercar su significado al concepto de
calidad de la atencion médica y seguridad del paciente. Las IACS son complicaciones
que ocurren en todos los hospitales del mundo, aunque su incidencia varia segun el tipo
de pacientes y la calidad de atencién que se les brinde. En general, afectan a entre el 4
y el 13 % de las personas que requieren internacion y son mas frecuentes en las

unidades de cuidados intensivos (UCI) (17).

La internacion en las UCI promueve y hace mas susceptibles a los pacientes a las IACS
debido a: la enfermedad de base que padecen, la instrumentacion diagnostica, los
procedimientos médicos-quirargicos, las estancias prolongadas y al uso previo de
antibidticos de amplio espectro. Asimismo, los avances diagnésticos y terapéuticos
surgidos en las Ultimas décadas han favorecido el aumento del nimero de pacientes:
trasplantados, onco-hematolégicos, con enfermedades crénicas, recién nacidos
prematuros, inmunodeprimidos, quemados, criticos, traumatizados, quirdrgicos
sometidos a cirugia mayor, etc.; lo cual, condiciona la aparicién y el incremento de una

poblacion con alto riesgo de sufrir infecciones flngicas (3,4,10,17).

Una de las principales complicaciones de los pacientes hospitalizados en las UCI son
las infecciones del tracto urinario (ITU), las cuales representan del 30 al 40 % de las
IACS (18-21). Estos porcentajes varian en los diferentes centros asistenciales y

dependen de multiples factores inherentes al hospedador, asi como, de los
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procedimientos y tratamientos que les son aplicados. En un estudio multicéntrico
realizado en las UCI de Europa demostraron que las ITU se encontraban como la tercera
causa de infeccion de los pacientes hospitalizados (22). Mientras que, los datos de la
Encuesta Nacional de Prevalencia de IACS de Argentina, en 2004 y 2005 indicaron que
de 68 hospitales, 53 notificaron datos de UCI de adultos polivalente (26 en 2004 y 27 en
2005), con un total de 359 pacientes (158 en 2004 y 201 en 2005). Las ITU (13,4 %)
ocuparon el tercer lugar; 64,7 % se asociaron a catéter urinario; y 87,5 % de los
episodios tuvieron confirmaciéon microbiol6gica y la mayor prevalencia fue de bacilos

Gram negativos (68,7 %) (17).

La candiduria, definida por la presencia de levaduras del género Candida en orina, es
la ITU de origen fangico que se observa con mayor frecuencia en las instituciones

hospitalarias y constituye hasta un 5% de los urocultivos positivos (1,21,23).

La mayoria de los estudios coinciden en que C. albicans representa entre el 50 al 70 %
de los aislamientos de levaduras en orina, seguidos por C. glabrata y C. tropicalis. C.
parapsilosis se relaciona principalmente con candiduria en pacientes neonatos (8,9,
21,23-30). Sin embargo, muchos centros asistenciales no identifican a nivel de especie
los aislamientos de orina y/o no realizan pruebas de sensibilidad frente a los antifiingicos
y ademas, no publican sus hallazgos. Por consiguiente, existe un sub-registro y un

desconocimiento de la epidemiologia de la candiduria en distintas regiones del mundo.

En un estudio realizado por Kauffman et al. (23) sobre 861 pacientes, hallaron que C.
albicans represent6 el 51,8 % de los aislados, seguido por C. glabrata (15,6 %), C.
tropicalis (7,9 %) y C. parapsilosis (4,1 %). En el 2014, Garcia-Effron et al. (31), en un
estudio multicéntrico sobre fungurias realizado en Argentina (datos no publicados)
detectaron 240 casos en 15 centros hospitalarios, de los cuales el 79,6 % de los

pacientes se encontraban internados en una UCI o en una unidad de cuidados
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intermedios. El 86,2 % de las fungurias habian sido producidas por 4 especies de
Candida, siendo C. albicans la especie més frecuente con el 43,3 %, seguido por C.

tropicalis (30 %), C. glabrata (8,3 %) y C. parapsilosis (4,6 %).

Segun Kauffman et al. (23), el porcentaje de positividad de las candidurias en pacientes
internados puede acrecentarse hasta en un 25% en los individuos sondados. Tal
observacién concuerda con numerosas investigaciones a nivel mundial (18-21,32). Es
probable que, el incremento de cultivos de orina positivos provenientes de pacientes
sondados, sea durante la colocacion de la sonda vesical. En dicho procedimiento
pueden arrastrarse levaduras al interior de la mucosa uretral; tal vez, por la mala higiene
del paciente durante la manipulacion. En contraste, Blumberg et al. (2), demostraron
candidemia en pacientes internados en UCI producto de la trasmision cruzada por
manos del personal. El 34 % de los adultos y el 30 % de los nifios ingresados estaban
colonizados durante su estancia en la UCI. Estos autores, en el mismo periodo aislaron
especies de Candida en las manos del personal que los atendia. Los analisis
epidemioldgicos moleculares demostraron la transmision cruzada a través de las manos

del personal.

Por otro lado, durante la implantacion de la sonda vesical se producen micro-traumas
en el epitelio urinario y un vaciado deficiente de la orina, lo cual agravaria y
comprometeria la integridad del sistema genito-urinario, por lo que, estos eventos

también promoverian la infeccion por especies de Candida (23).

Otros aportes indican que los factores de riesgo que determinarian la aparicion de
candiduria son: edades extremas (neonatos y adultos mayores), el sexo femenino, la
hospitalizacion prolongada en las UCI, anormalidades del tracto urinario,
inmunodepresion, diabetes, terapia con antibiéticos de amplio espectro y la profilaxis

antifangica durante largos periodos (9,23,25,26,28,29,33-36).
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Los pacientes sondados o no diagnosticados de candiduria, pueden sufrir
complicaciones tales como: fiebre, abscesos renales y peri-renales, bolas fungicas,

candidiasis diseminada e incluso la muerte (9,21,23,32,34).

Existen numerosos debates en torno al diagnostico de la candiduria, sobre todo aquellos
relacionados con la interpretacion de un cultivo positivo para Candida; este puede ser
considerado como contaminacién, colonizacion o infeccién. Por un lado, el problema
relacionado con la contaminacion de las muestras de orina puede subsanarse mediante
la solicitud de un nuevo cultivo. En el caso de que este fuera negativo, se considera que
la presencia de levaduras era una contaminacion. Sin embargo, un nuevo resultado
positivo puede ser interpretado como infeccidn de vejiga o rifién, o bien, colonizacién de
la vejiga o de la sonda urinaria. Esta Ultima en general, no requiere tratamiento excepto

en pacientes neonatos (37-40).

La decision de retirar o no la sonda vesical es una problematica ain sin resolver, a pesar
de que existen algunas evidencias que indicarian que el recambio de sonda vesical haria
desaparecer la candiduria en el 20% de los casos y su retirada entre el 30 y 40%
(21,23,34,39). En estos casos, la persistencia de especies de Candida en orina podria
interpretarse como una infeccion por via hematégena o ascendente, o bien, una
colonizacién. Lo cual, podria derivar o no en diferentes complicaciones sino se aplica un

tratamiento antifingico oportuno y adecuado.

En contraste, la conducta médico-terapéutica frente al hallazgo de bacterias Gram
negativas en orina se encuentra definida. Por ejemplo, la presencia de E. coli es
considerada, casi siempre, una infeccion ascendente desde uretra hacia los rifiones y
en ocasiones, como una diseminaciéon hematogena. El aislamiento de Staphylococcus

aureus en muestras de orina hace sospechar y requiere la bdasqueda de una bacteremia
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0 endocarditis. En algunos casos, la infeccibn por S. aureus es atribuida a la

instrumentacion del sistema genitourinario de los pacientes (21).

Si bien se ha establecido y corroborado la asociacion de las ITU por diseminacion
hematdgena de especies de Candida, alun no existe documentacion que respalde un
fallo renal secundario a una pielonefritis. O bien, en casos de ausencia de obstruccién
urinaria, no hay datos que sugieran una falla renal crénica por una ITU de vias altas por
especies de Candida. Ademas, no esta claro el mecanismo de adherencia y
subsecuente crecimiento de las levaduras cuando realizan la infeccion por via

ascendente (21).

En la actualidad, los hallazgos del laboratorio no son concluyentes a la hora de identificar
la candiduria significativa en los pacientes y en portadores de sonda vesical

(9,21,23,32,34,37-40).

La decision de realizar tratamiento es otro de los inconvenientes planteados y que aun
no encuentra respuesta concluyente. En un estudio realizado por Ayeni et al. (41),
expusieron que el 60,2 % de los profesionales médicos indicaban terapia con
antifingicos frente a un Unico resultado positivo para Candida en orina, sin tener en
cuenta la confirmaciéon de la infeccion. Estos datos se repiten en otras series

(21,34,36,37,40).

Segun las guias para el tratamiento de la candidiasis se recomienda el tratamiento solo
para los siguientes pacientes: neonatos de bajo peso, con procedimientos
genitourinarios, neutropénicos, trasplantados de rifion y sintomaticos (37-40). Sin
embargo, esas recomendaciones tienen un nivel IIIB, lo que significa que tiene
solamente un grado de evidencia moderado basado en la experiencia clinica, opiniones

de expertos, estudios descriptivos o reportes de expertos.
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La conducta terapéutica a seguir se complejiza debido a que la gran mayoria de los
individuos con candiduria son asintomaticos. Solamente un 4 % de 530 pacientes con
candiduria estudiados por Kauffman et al. (23), habian presentado sintomas sugerentes
de ITU. Asi como también, el 25 % los pacientes que presentaban sintomas y signos de
infeccidn urinaria baja (cistitis) o pielonefritis, tenian una infeccién mixta con candiduria

y bacteriuria, lo que podria explicarla sintomatologia y la piuria.

La suma de la no existencia de un método de referencia para el diagnéstico de la ITU
por especies de Candida, la dificultad de definir el sitio y fuente de infeccién de la
candiduria y si la presencia de las mismas en la orina reflejan una infeccién o
colonizacion, terminan repercutiendo directamente en la terapéutica y en los gastos del
sistema de salud. En 2004, Olaechea et al. (42), en un estudio sobre el impacto
econdmico de la colonizaciébn o infeccibn por Candida en pacientes criticos
hospitalizados en UCI, demostraron que la colonizacién aumentaba la estadia 6,2 dias
con un costo estimado de 8.000 euros; mientras que, en la infeccion se prolongaba hasta

los 12,7 dias y el gasto se duplicaba.

A pesar de los numerosos interrogantes presentes sobre la candiduria, son escasos los
reportes a nivel nacional e internacional, y alin mas, aquellos relacionados con pacientes

pediatricos que tienen portacion de sonda vesical.

Por dltimo, las cepas de Candida que son sometidas a estudios “in vitro” del tipo
microbiol6gicos, fisiolégicos y de patogénesis, se encuentran en estado plancténico
(individuos unicos). Sin embargo, cuando se encuentran “in vivo”, estan adheridas a
superficies constituyendo ecosistemas complejos conformados por uno o varios
microorganismos asociados a una superficie, viva o inerte con caracteristicas

funcionales y estructuras complejas. Este tipo de conformacidén ocurre cuando las
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células planctonicas se adhieren irreversiblemente a una superficie o sustrato. Las
células forman una comunidad, que se caracteriza por la excrecion de una matriz

extracelular adhesiva protectora denominada biopelicula (43,44).

En la actualidad, existe un gran interés y un reconocimiento sobre el rol que juegan las
biopeliculas microbianas en la medicina humana. Se estima que aproximadamente
entre un 65% de las infecciones en el ser humano estarian asociadas al fenémeno de
adhesion y posterior liberacion de matriz extracelular por parte de los microorganismos

(45,46).

Una gran variedad de manifestaciones e infecciones causadas por Candida,
particularmente C. albicans, han sido asociadas con la formacion de biopelicula en
dispositivos médicos implantables. Los dispositivos proveen de las superficies
necesarias para la formacion de biopelicula, lo cual trae aparejado un consecuente
aumento en el porcentaje de candidiasis. Si bien se sabe que la infeccién se resuelve al
remover estos sustratos que soportan la biopelicula formada “in vivo”, en muchos casos
su remocion es imposible debido a la condiciones del paciente, a la localizacion
anatomica del dispositivo 0 a la enfermedad de base. Por lo tanto, la formacién de
biopelicula por Candida impacta directamente en la salud de los pacientes sujetos a
tratamiento invasivos, con el consecuente incremento en la frecuencia, persistencia y

severidad de las infecciones (47-53).

Ademas, la colonizacion de los dispositivos puede producirse antes o durante la
implantacién debido a una incorrecta manipulaciéon de los mismos por parte del personal
médico. O bien, se produce posteriormente a la implantacion al encontrarse en contacto

con el organismo, puesto que Candida es un comensal de la piel.
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La adhesién inicial de las levaduras se ve afectada en un primer momento por las
propiedades quimicas, hidrofébicas y la superficie rugosa de los biomateriales. Sin
embargo, al momento de que estos son puestos en contacto con fluidos orgénicos
(orina, sangre, saliva, entre otros), sus superficies quedan recubiertas con
glicoproteinas. Lo cual, produce una modificacion de las caracteristicas quimicas de los
biomateriales estériles. Seguido de la adhesion de células de Candida a las superficies
mediada por factores no especificos (hidrofobicidad a la superficie, fuerzas
electrostaticas) y por adhesinas especificas que reconocen determinados ligandos. Por
ejemplo, el fibrinégeno vy fibronectina de la sangre. Luego de producida la adhesion,
ocurren varios eventos que promueven a modificaciones estructurales, morfol6gicas y
genéticas de las levaduras tales como: la reproduccion celular, proliferacion y formacion

de la biopelicula (53).

La biopelicula (madura) presenta una estructura complejay tridimensional y una extensa
heterogeneidad espacial confiriéndole, a la comunidad de levaduras alli involucradas,
propiedades muy diferentes a cuando se encuentran en estado plancténico. Permite la
restriccion al acceso de determinadas moléculas, la remocién de productos toxicos, el
establecimiento de micro comunidades ecolégicas a través de la biopelicula, la

comunicacion mediante canales segun los requerimientos, etc. (53).

Los estudios demuestran que la biopelicula puede contener alrededor de un 15% de
células y un 85% de matriz extracelular. Esta matriz en general esta formada de exo-
polisacaridos que forman canales por donde circulan agua, enzimas, nutrientes y
residuos. Alli las levaduras establecen relaciones y dependencias: viven, cooperany se
comunican a través de sefiales quimicas (percepcién de quorum). Dichas sefales
regulan la expresion de genes de manera diferente en las distintas partes de la

comunidad, asi como un tejido en un organismo multicelular (43,44,53).

pag. 16



http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Exopolisac%C3%A1rido&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Exopolisac%C3%A1rido&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Nutriente
http://es.wikipedia.org/wiki/Percepci%C3%B3n_de_qu%C3%B3rum

Tesis Maestria: Candiduria en una UCI pediatrica. Agentes etiologicos, perfil de sensibilidad y capacidad de formacion de bio-pelicula.
Autor: biog. Christian Alvarez. Afio: 2016

Por lo expresado arriba, en el caso de los pacientes con sondaje vesical, la formacién
de la biopelicula proporcionaria un micro ambiente protector necesario para evadir el
arrastre de la orina, la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedador y sobre
todo, evadir el tratamiento antifingico suministrado o conferir resistencia a los

antifingicos que mas se utilizan (fluconazol y anfotericina B) (32,53).

Diferentes mecanismos pueden ser los responsables de esta resistencia adquirida a los
antifungicos por Candida cuando forma la biopelicula. Estos incluyen el impedimento de
penetracion de las drogas en la matriz, la expresiébn de genes de resistencia
particularmente aquellos que codifican para bombas de eflujo y la persistencia de células
mas resistentes. Sin embargo, la explicacién sobre la resistencia adquirida no esta
mediada por un Unico factor, sino que es multifactorial y estan involucrados diferentes
mecanismos moleculares de resistencia cuando se compara con el de las células en

estado planctoénico (43,44,53).
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Justificacion o problematica de tema:

A pesar de los avances sobre el conocimiento de la candiduria y de existir consensos a
nivel nacional e internacional sobre su manejo, a la fecha, se continuan generando
controversias sobre la interpretacion de un cultivo positivo de orina para Candida (37-
40). Estos inconvenientes surgen principalmente por la dificultad del laboratorio en poder

diferenciar entre colonizacién e infeccion.

A diferencia de lo que acontece frente al aislamiento de bacterias en orina, los puntos
de corte para determinar infeccion de las vias urinarias altas o bajas por Candida en
muestras provenientes de sonda vesical aln no se encuentran establecidos y/o
aceptados , principalmente porque se trata de un microorganismo oportunista y su
hallazgo debe interpretarse en el contexto de cada paciente. A modo de poder suplir
este problema algunos autores y expertos sugieren tener en cuenta valores superiores
o iguales a 1026 10° unidades formadoras de colonias por mililitro de orina (UFC/mL).
Sin embargo, aislados con recuentos inferiores a los propuestos en determinados
pacientes producen sintomatologia e incluso enfermedad. Por otro lado, la mayoria de
las investigaciones a partir de las cuales se han determinado el cobmo proceder frente a
un cultivo positivo para Candida han sido realizadas en poblaciones de neonatos,
adultos y adultos mayores. En los pacientes pediatricos, el criterio clinico, basado en las
experiencias propias, continta determinando las conductas médicas y/o terapéuticas a
seguir, frente a un 1°" cultivo positivo de Candida. Lo cual, termina elevando el costo
sanitario y favoreciendo la aparicion de cepas resistentes y/o fracasos en el tratamiento

(1,5,21,23,32,34).

El entendimiento de la candiduria en la poblacion pediatrica se dificulta ain mas; debido
a que no existen muchas publicaciones en las que se la relacione con la epidemiologia

de los pacientes, los aislados y la sensibilidad antifungica de las cepas.
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Durante las ultimas décadas, se ha observado un aumento paulatino del nimero de
casos de candiduria en los pacientes sondados de la UCI del Hospital del Nifio Jesus
de Tucuman (HNJT). Sin embargo, al dia de hoy, no existe un protocolo a seguir. Segun
encuestas personales realizadas al cuerpo médico, la mayoria sugiere tratar con
fluconazol o aumentar la dosis en casos de que el paciente se encontrara bajo profilaxis
y/o tratamiento empirico y lo mantienen por dos semanas. Otros, valoran el estado
clinico del paciente y solicitan nueva muestra, pero no solicitan recambio de sonda y
algunos inician la medicacion a la espera de nuevo cultivo previo recambio de sonda y,
en caso de ser negativo, retiran la misma. Todas estas opciones terapéuticas podrian
ser correctas 0 no. Es por ello que, antes de optar por alguno de estos regimenes seria
necesario conocer: la epidemiologia de las especies de Candida prevalentes en la orina
provenientes de pacientes sondados, tasas de resistencia frente al fluconazol,
antifangico utilizado en los pacientes internados en la UCI con riesgo de padecer

infecciones fangicas y como tratamiento de eleccion en la candiduria.

Asimismo, en el HNJT se han planteado situaciones puntuales en las cuales los aislados
eran sensibles in vitro al fluconazol pero, a pesar ser medicado con dicho antiflingico,
los cultivos subsecuentes continuaban siendo positivos. Probablemente, la persistencia
de Candida en la orina en pacientes sondados podria ser explicada por la capacidad de
producir biopelicula de esos aislados. Sin embargo, estas son suposiciones ya que no
se ha realizado estudios que confirmen, por un lado, que las cepas recuperadas de la
orina de pacientes sondados del hospital son capaces de formar biopelicula y, por otro
lado, si existe asociacion con significancia estadistica entre candiduria y formacién de

biopelicula.
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Por lo expuesto, se considera que es necesario realizar un estudio que permita conocer:
la epidemiologia de los pacientes sondados , la prevalencia en este nosocomio de las
especies circulantes de Candida, el perfil de sensibilidad frente al fluconazol de los

aislados y si los mismos son capaces de formar de biopelicula.

El registro y el analisis de estos datos permitirdn un mejor entendimiento de la candiduria
y ayudara a establecer acciones correctivas al HNJT, con el objetivo final de establecer
un protocolo frente a un hallazgo de Candida en orina proveniente de pacientes
pediatricos sondados. Por otro lado, aportar nuevos conocimientos referente a la

capacidad de formar biopelicula por especies de Candida aisladas de muestras de orina.
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Hipotesis:
R T

Existe una alta prevalencia de candiduria en los pacientes pediatricos sondados e

internados en la UCI del HNJT-Argentina.

Candida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia, seguida de Candida

parapsilosis y Candida tropicalis.

La mayoria de las cepas aisladas de muestras de orina son sensibles al fluconazol y

tienen la capacidad de formar biopelicula.
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Objetivos:

Determinar la frecuencia de especies de Candida aisladas de muestras de orina
provenientes de pacientes pediatricos sondados internados en UCI del HNJT-Argentina

y estudiar su sensibilidad al fluconazol y su capacidad de formar biopelicula.

Especificos:

v' Realizar una base de datos con las referencias epidemiolégicas de pacientes
sondados internados en UCI.

v' Ildentificar a nivel de especie las levaduras aisladas de orina de estos pacientes.

v Estudiar la sensibilidad in vitro frente al fluconazol de estos aislados.

v/ Evaluar la capacidad de formacion de biopelicula de las cepas de Candida aisladas.
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Materiales y métodos:

Disefio: se realiz6 un estudio prospectivo y descriptivo que incluy6 a todos los casos de
candiduria de pacientes pediatricos sondados admitidos en la UCI del HNJT-Argentina

durante el periodo de Enero de 2010 a Septiembre de 2013.

Poblacién objeto de estudio: pacientes sondados entre 0 a 14 afios, de ambos sexos.
En base a las historias clinicas se registraron los siguientes datos: edad, sexo, primer
episodio de candiduria y subsecuentes, fiebre, enfermedad de base (diabetes,
enfermedad renal, respiratoria, neutropenia, VIH), instrumentacién médica-quirlrgica
(ventilacibn mecanica, alimentacién parenteral, cirugia previa, drenaje ventricular,
didlisis, catéter implantable), tipo de tratamiento (antifingico, antibiético, corticoides,

guimioterapia), micosis por Candida u otro hongo y sobrevida.

Criterios de inclusién: en el presente estudio, se incluyeron todos los pacientes
pediatricos sondados que al momento de admision en la UCI tenian cultivos de orina
negativos para microorganismos y aquellos pacientes con cultivos de orina positivos
para especies de Candida posterior a las 72 horas de inserciéon de la sonda urinaria. La
inclusién fue independiente del recuento de leucocitos en el examen microscopico de

las muestras y del recuento de UFC/mL de especies de Candida.

Toma de muestra: las muestras de orina fueron recolectadas por el equipo médico del
Servicio de UCI, en forma estéril, por puncion de sonda proximal. Para ello, la sonda se
obturé hasta completar su llenado con orina y la misma se recolecté por puncién con
aguja y jeringa estéril (38). Cada vez que los pacientes presentaban un cultivo positivo
para Candida se les realizaba un recambio de sonda vesical y se tomaba la muestra luego

de las 3 horas de retencion. La orina fue recogida en un frasco estéril y enviada al
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laboratorio para su procesamiento. La muestras que no fueron procesadas dentro de las
3 horas de recolectadas, fueron conservadas a 4°C por un periodo maximo de 24 horas.
Las muestras remitidas al servicio de Microbiologia del Hospital fueron procesadas de

acuerdo a los protocolos de trabajo establecidos por el propio servicio.

Observacion microscoépica: 10 mL de la orina se centrifugaron a 1500 rpm durante 10
minutos. El sedimento se examino en fresco, entre portaobjetos y cubreobjetos, sin ningdn
agregado. La observacion se llevd a cabo con Optica seca a 400 X. Cuando la muestra
era escasa (menor a 2 mL) se realizdé un examen en fresco de 1 gota, sin centrifugacion.
En la observacion microscopica se consignaron: el nimero de leucocitos y la presencia o
ausencia de levaduras y de pseudomicelio.

Criterio de informe de leucocitos: <1 o 0-1/campo (0-1); 2-5/campo (2-5); 6-10/campo (6-

10); 11-15/campo (11-15); 16-30/campo (16-30) y > 30 (>30).

Siembra: las muestras se sembraron con ansa calibrada de 5 pL (factor de dilucién 1/200)
por estriado en mitad de placas de Agar Cisteina Lactosa Deficientes en Electrolito (CLED)
®Britania-Argentina y posterior incubacién a 35°C durante 48 horas y en Sabouraud-
Glucosa-Agar (SGA) ®Britania-Argentina con Cloranfenicol (250mg/L) e incubacion a
28°C durante 24-48 horas, antes de proceder a la observacién macroscépica y estudio
del crecimiento. Transcurrido el tiempo, fueron informados como negativos los cultivos
con ausencia de desarrollo de levaduras, o positivo, frente al desarrollo de especies de
Candida de 100 UFC/mL o mas. Las cepas aisladas se conservaron por duplicado en
agua destilada estéril a temperatura ambiente.

Criterios de informe de las UFC/mL: 102-10°%=10%; 10%-10*=10* 10*-10°=10°; >10°=10°.
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Activacion de las cepas: las cepas conservadas en agua fueron repicadas por estriado
en placas de SGA e incubadas a 28°C por 48 horas, luego se realizo la observacion

macromorfolégica y micromorfoldgica.

Macromorfologia: con lupa estereoscopica se procedio a la observacion directa de las

colonias desarrolladas a 28°C, a fin de observar textura, aspecto, bordes y color.

Micromorfologia: a partir de las colonias desarrolladas, se realizaron preparaciones
por disociacion en azul de lactofenol. Se observaron con Optica seca, con objetivos de
10 y 40 aumentos, para definir tamafio y forma de las levaduras y disposicién de los
brotes. Ademas, examenes directos con tinta china con el fin de determinar la presencia

0 no de capsula.

Identificacion de las levaduras: en el Esquema 1 se presentala sistematica de trabajo

seguida en el presente estudio para la identificacion de las levaduras procedentes de

las muestras clinicas.
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[ Identificacion definitivamétodo ID 32C ]

Esquema 1: SGA: cultivo en Sabouraud durante 24 horasa37°C; CHROMagar: medio
cromogénico Candida® (CHROMagar Company, Paris, Francia); Ca/Cd: Candida
albicans / Candida dubliniensis; Ct: Candida tropicalis; Ck: Candida krusei; Cg: Candida
glabrata; Otras: resto de las especies de Candida; Tg: tubo germinativo; CL:
clamidoconidio; 45: cultivo en SGA a 45°C; X: prueba de asimilacion de D-xilosa; AT:
desarrollo en medio agar Tabaco; BLR: colonias blancas, lisas, de bordes regulares y
con escaso o nulo clamidoconidios; ARFc: colonias amarillas, rugosas de bordes
festoneados y con abundantes clamidoconidios; AHM: medio agar harina de maiz; Ps:
seudomicelio; Tr: Prueba de asimilacion de Trehalosa; ID32C: equipo comercial para

identificacion de levaduras; +: positivo; - : negativo.

Siembra en medio cromogénico: se realizd una suspension de las levaduras a partir
del SGA en solucion salina estéril y se sembr6 por estriado la mitad de una placa con
medio CHROMagar Candida® (CHROMagar Company, Paris, Francia). Se incubaron a
37°C durante 48 horas. Al cabo de ese lapso se consigné el color desarrollado vy el

aspecto de la colonia.
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Lectura e interpretacion: segun las especificaciones del fabricante se identifica
presuntivamente a C. albicans, C. tropicalis y C. krusei cuando el desarrollo de las
colonias era de color verde, azul y rosa seco, respectivamente. Por Gltimo, a partir de
una colonia se repicé en medio de SGA sin antibidticos y se incub6 a 37 °C durante 24
horas para continuar con la identificacion por medio de estudios morfolégicos y

fisiol6gicos en condiciones estandarizadas.

Formacion de tubo germinativo (TG) y clamidoconidios (CL) en agar leche: se
prepar6 el agar leche de acuerdo con el método publicado por Jitsuron et al. (54) y se
lo colocd sobre portaobjetos estériles en cAmara hiumeda. Se sembré una estria por
incision en el medio y se cubridé con un cubreobjetos estéril. Se incub6 a 37°C durante
3 horas y se realiz6 la lectura microscopica a 400X para observar la presencia de TG,
luego se procedio a incubar a la misma temperatura durante 48—72 horas para visualizar

formacion de CL (55).

Desarrollo en Agar tabaco: se utiliz6 tabaco de cigarrillos marca Philip Morris Exceter®
(Nobleza-Piccardo S. R. L., Argentina) para la preparacion del Agar tabaco. Se realiz6
una suspension de las levaduras a partir del SGA en solucién salina estéril se sembré
las placas en forma de circulo de 1 cm de diametro y se incub6 a 37°C durante 72 horas

(55,56).

Desarrollo a 45°C: se realiz6 una suspension de las levaduras a partir del SGA en
solucidn salina estéril, la misma se sembré en medio de SGA sin antibidticos y se incubé

a 45°C durante 24 horas (55,57).

Prueba de asimilacion de D-xilosa: a partir de un repique de 24 horas en SGA a 37°C

se realizé una suspension en 0,5 mL de solucion salina estéril con una turbidez
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equivalente al N° 2 de la escala de McFarland. Se agregd una tableta de D-xilosa

Rosco® (Rosco, Dinamarca) y se incub6 a 37°C durante 3 horas (55,58).

Cultivo en ldmina en medio Agar harina de maiz (AHM): esta técnica se utilizd para
orientar la identificacibon mediante la observacion de las siguientes caracteristicas
micromorfoldgicas: formacion de CL, producciéon de micelios, pseudomicelios, formacién
de células gigantes y disposicion de blastoconidios. EI medio AHM se coloc6 sobre
portaobjetos estériles en cdmara himeda. Se sembré una estria del cultivo en
crecimiento activo de 48 horas por incision en el medio y se cubri6é con un cubreobjetos
estéril sobre la superficie del agar. Luego se incubé a 25+3°C durante 4 a 5 dias y se

realizo la observacion microscépica a 400X (59).

Prueba de asimilacién de Trehalosa: a partir de un repique de 24 horas en SGA a
37°C se realiz6 una suspension en 0,5 mL de solucion salina estéril con una turbidez
equivalente al N° 2 de la escala de McFarland. Se agregé una tableta de Trehalosa

Rosco® (Rosco, Dinamarca) y se incub6 a 35+2°C durante 24 horas (60).

Identificacion definitiva con un equipo comercial: se utilizé el equipo comercial ID
32C (bioMérieux, Marcy | Etoile, France). El procedimiento se realiz6 segun

indicaciones del fabricante (61).

Estudios de la sensibilidad frente al fluconazol: se emple6 el método de Difusion en
agar de acuerdo al documento M44-A segun el CLSI (62), con discos cargados con 25
ug de fluconazol. Los discos fueron provistos por el Departamento Micologia de la
Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud - Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos G. Malbran”. Se us6 el medio de cultivo agar
Mueller Hinton + 2% glucosa + azul de metileno (MHM), de acuerdo a las

recomendaciones de Rodero et al. (63).
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Preparacion del indculo: a partir de un repique del aislado puro en SGA, incubado a

37°C durante 24 horas, se prepar6 un inoculo de turbidez 0,5 McFarland en solucion
0,15 M de cloruro de sodio estéril (solucion salina 0,85%) a modo de obtener una

suspensioén del inéculo de 1-5 x 106 UFC/mL.

Siembra: se colocé un hisopo dentro del tubo que contenia la suspension del indculo;
se embebid y rotd contra las paredes del tubo para eliminar el exceso de liquido. Luego,
se sembrd cuidadosamente, sin presionar el hisopo, sobre la placa de MHM en tres
direcciones, para obtener crecimiento uniforme en toda la superficie de la misma. Las
placas se incubaron con la tapa hacia arriba a 37°C durante 10 - 15 minutos, para la

absorcién de la humedad.

Colocacién de los discos e incubacion: transcurrido el tiempo, se retiré la placa de la

estufa de incubacién y se colocaron los discos de fluconazol, a 20 milimetros del borde
de la placa en la superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril. Por ultimo, se

colocé la placa invertida en la estufa a 37°C y se incub6 durante 24-48 horas.

Lectura e interpretacion de los halos de inhibicion: la lectura del diametro de la zona de

inhibicion se realizé visualmente y se midié en milimetros con una regla, desde la zona

en la cual estaba definido un desarrollo confluente de colonias, hasta otra zona similar.

Se procedi6 a realizar dos lecturas a las 24 y 48 horas de incubacién para permitir el
desarrollo de especies mas lentas, tales como C. parapsilosis. La interpretacion se basé
en los criterios establecidos por Rodero et al. (63). Se consideraron cepas sensibles
aquellas que presentaron halos mayores o iguales a 16 mm, sensibles dosis
dependientes (SDD) aquellas que tuvieron halos entre 9 y 15 mm, y resistentes cuando

el halo de inhibicién era menor o igual a 8 mm.
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Control de calidad: se utilizaron las cepas ATCC Candida parapsilosis 22019 y Candida

krusei 6258 como control de calidad. Los valores de halo de inhibicién fueron: para C.

parapsilosis ATCC 22019 entre 25-32 mm y para C. krusei ATCC 6258 entre 8-12 mm.

Estudios de la formacién de biopeliculas en placa: la formacion de biopeliculas se
evalué en placas de poliestireno de 96 pocillos fondo plano (Thermo Scientific™) en
medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina), por la técnica del Cristal

Violeta segun O’'Toole y Kolter, con algunas modificaciones (64). Ver Esquema 2.
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Esquema 2: secuencia de pasos necesarios para el estudio de formacion de

biopeliculas de cepas de Candida.

Preparacion del inéculo (pasos 1-2): las cepas que se encontraban en medio SAB se

activaron mediante inoculacion en medio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)
(Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) e incubacion a 37°C durante 24 horas y, a
partir del cultivo, se prepar6 un indculo de turbidez 2 McFarland en 10 mL de buffer

fosfato, se centrifugd y descart6 el sobrenadante. La operacién se repitié 2 veces mas
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para eliminar los remanentes del medio de cultivo. El sobrenadante se resuspendié en
1 mL de buffer fosfato. A continuacion, se cargaron 20 uL en una camara de Neubauer
y se realizd el recuento de levaduras. Por Ultimo, la suspension de levaduras fue
preparada y ajustada a la concentracién de 1 x 107 células mediante el agregado de

buffer fosfato.

Fase de adhesién (paso 3): se inocularon 20 pL de la suspension de 1x107 cél/mL de

cada levadura en los pocillos de la placa de microdilucion de poliestireno y se le adicion6
180 pL del medio RPMI. Luego, las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo, se procedié a descartar el contenido de los pocillos por inversion
de la placay descarga del liquido en un recipiente. Luego, se lavé cada pocillo, mediante
el agregado de 200 uL de buffer fosfato (PBS) y descarte. La operacion se repitié 2

veces mas para eliminar las levaduras que no se adhirieron a la superficie de la placa.

Coloracién (paso 4): a cada pocillo de la microplaca se le inoculé 200 L de una solucién

de cristal violeta y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo, se procedié
a descartar el contenido de los pocillos por inversion de la placa y descarga del liquido

en un recipiente.

Lectura de la biopelicula (paso 5-6): al concluir el paso 4, se lavo cada pocillo, mediante

el agregado de 200 yL de PBS y descarte. La operacion se repitidé 2 veces mas para
eliminar los restos del colorante. Posteriormente se eluyd con alcohol 96°, por Ultimo, se
midi6 la densidad 6ptica a 545 nm en un lector de Elisa Versamax®. El experimento fue
realizado por cuadruplicado. Como cepa control de procedimiento se utilizé C. albicans

ATCC 90028.
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Andlisis estadistico:

Para describir variables cuantitativas y cualitativas se calcularon los promedios y
porcentajes respectivamente. Para analizar las relaciones de interdependencia entre
variables se realizé el Analisis Factorial de Correspondencia Multiple (AFCM)
presentados en forma de tabla de contingencia, tanto de frecuencias como de valores
medios. La informacion recabada se almacend en una base de datos creada en
Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA), y se analizaron utilizando el paquete
estadistico Statistica 7 para el procesamiento de la informacion. [STATISTICA (data
analysis software system), version 7.1. StatSoft, Inc. (2005). http://www.statsoft.com/].

Las variables estadisticamente significativas fueron definidas con un valor de p <0.05.
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Resultados:

Se documentaron 46 casos de candiduria de 771 pacientes admitidos en la UCI del
HNJT entre Enero 2010 a Septiembre de 2013. La prevalencia de candiduria fue del 5,9
% vy la incidencia anual fue de 14,3 cada 1000 pacientes ingresados. Durante este
tiempo se solicitd al Servicio de Microbiologia del Hospital la busqueda de hongos en
354 muestras de orina obtenidas de 126 pacientes. En el 53,9 % (n=68) de los pacientes
se aislaron levaduras de diferentes especies del género Candida y se procedié a

tomarles nueva muestra mediante recambio de sonda vesical.

La segunda muestra permitié confirmar candiduria en un 36,5 % del total de pacientes
analizados; el 65,2 % pertenecian al sexo masculino y el 34,8 % restantes al sexo
femenino (Tabla 1). Las edades estaban comprendidas entre los 4 meses y 13 afios con
una media de 3,34 y un desvio estandar +3,00; aproximadamente el 60 % de los nifios
tenian edades por debajo de la media. Del total de pacientes, el 37 % eran menores de
1 afio, el 41,3 % tenian entre 2 a 5 afios y el 21,7 % eran mayores de 5 afios. Las
muestras de orina con cultivos negativos tras el recambio se consideraron como
contaminadas. Del total de pacientes en los cuales se confirm6 candiduria, el 17,4 %
(n=8) tuvieron un tercer cultivo positivo para Candida y en la mitad (n=4) se recupero
Candida por cuarta vez.

Tabla 1. Distribucién de cultivos de orina que confirmaron o no candiduria a partir

del recambio de sonda segin el sexo de los pacientes internados en el HNJT
(2010-2013).

Cultivo de orina | Masculino n(%) | Femenino n(%) | Total n(%)
Positivos 30(65,2) 16(34,8) 46(100)
Negativos 11(50,0) 11(50,0) 22(100)

n: nimero; %: porcentaje
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Con respecto a las enfermedades de base que cursaban los pacientes al momento de
confirmar candiduria se observé que aproximadamente el 70 % se encontraban con

afecciones respiratorias producto de diferentes patologias de base.

De los pacientes que padecian neutropenia, tres tenian fiebre sin foco; uno tenia
diagndstico de leucemia linfocitica aguda (LLA) bifenotipica; otro padecia un sindrome
genético (Aicardi) complicado con distress respiratorio por una neumonia adquirida y
uno estaba infectado con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) asociado con una
histoplasmosis diseminada. Del total de pacientes con enfermedad genitourinaria, a uno
le habian detectado un absceso renal y a dos, insuficiencia renal. Otros dos nifios habian

sido diagnosticados con diabetes del tipo 1.

En cuanto a los procedimientos médico-quirdrgicos a los que estaban expuestos los

pacientes, 34 (= 70%) se encontraban con ventilacién respiratoria mecanica.

Del total de pacientes, 42 (=90 %) recibia tratamiento con antibiéticos de amplio
espectro, la mayoria en forma empirica (85 %) y el resto debido a infecciones
bacterianas. Un 60,0 % se encontraba con terapia antifingica de profilaxis con
fluconazol con dosis entre 10-15 mg/Kg/dia, a excepcién del paciente VIH positivo que
era tratado con anfotericina B. Un 30,0 % de los nifios eran tratados con corticoides de
amplio rango de dosis intravenosa de metilprednisona o dexametasona, de los cuales,
el 100 % recibian al mismo tiempo fluconazol. Por dltimo, el paciente con LLA estaba

bajo tratamiento de consolidacién con quimioterapicos. (Tabla 2)
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Tabla 2. Distribucion de frecuencia de los factores de riesgo y co-morbilidad de
pacientes sondados internados en la UCI del HNJT con y sin candiduria (2010-

2013)
Colonizacion/Infeccién | Contaminados
. P
Variables n(%) n (%) value
EB*
Renal 3(6,5) 1(4,5) 0,7459
Respiratoria 34(73,9) 13(59,1) 0,2158
Diabetes 2(4,3) 1(4,5) 0,9704
VIH 1(2,2) 1(4,5) 0,5882
Oncohematoldgicas 6(13,0) 4(18,2) 0,5756
IMQt
Ventilacion mecanica 34(73,9) 13(59,1 0,2158
Alimentacion parenteral 20(43,5) 9(40,9) 0,8412
Cirugia previa 8(17,4) 4(18,2) 0,9362
Derivacion ventricular 3(6,5) 0 0,2205
Didlisis 3(6,5) 1(4,5) 0,7459
Catéter implantable 5(10,9) 5(22,7) 0,9362
Tratamiento
Antifingico profilaxis 27(58,7) 8(36,4) 0,0847
Antibitticos 42(91,3) 18(81,8) 0,2560
Glucocorticoides 14(30,4) 11(50,0) 0,1175
Quimioterapicos 1(2,2) 2(9,1) 0,1938

EB*: Enfermedades de Base; IMQt: Instrumentacion médico-quirdrgica; n: nimero; %:

porcentaje

Otro de los factores de riesgo analizado fue el tiempo de estadia en UCI, siendo el menor

tiempo de internacion registrado de 17 dias y el maximo de 270 dias, con una media de

59,4 dias y un desvio estandar + 47,4. Los tiempos de aparicién de cultivos positivos

para Candida desde el dia de internacién se encuentran expresados en la Tabla 3 y

Fig.5.
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Tabla 3. Distribucion del tiempo de aparicion de cultivos positivos en los 46
pacientes internados en el HNJT (2010-2013)

Tiempo

(dias)
Episodios n U m Mo DE Min Max Q1 Q3 Asimetria
Al 46 | 12,2 | 13,0 | 14,0 | 52 4,0 22,0 7,0 16,0 0,05
A2 46 | 18,3 | 185 | 4,0 | 6,7 80 43,0 14,0 22,0 1,18
A3 8 (293 |265 |11,0 |84 20,0 47,0 24,0 33,0 1,45
A4 4 |1328|345)| 70 |39 270 350 27,0 350 -1,91

Al: primer aislamiento; A2: segundo aislamiento; A3: tercer aislamiento; A4: cuarto
aislamiento; n; nUmero; p: media; m: mediana; Mo: moda; DE: desvio estandar; min:
valor minimo; max: valor maximo; Q1: quartil 1; Q3: quartil 3.
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Figura 5. Distribucién del tiempo de aparicion de la candiduria segun muestras
obtenidas de 46 pacientes internados en el HNJT (2010-2013)

1°A: primer aislamiento; 2°A: segundo aislamiento; 3°A: tercer aislamiento; 4°A: cuarto
aislamiento

El analisis del tiempo transcurrido desde la colocacion de la sonda hasta el primer
aislamiento tuvo variaciones entre 4 a 22 dias, con una media de 12,2 dias y un desvio

estandar + 5,22. Mientras que los dias transcurridos hasta un primer, segundo y tercer

recambio de sonda se encuentran expresados en la Tabla 4 y Fig.6.
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Tabla 4. Distribucién del tiempo empleado para recambio de sonda de los
pacientes con un primer cultivo positivo para Candida (2010-2013)

Tiempo (dias)

Episodio | n U m DE Min Max Q1 Q3 Asimetria
RS1 46 | 6,15 500 |4,41 1,00 21,00 3,00 8,00 1,52
RS2 8 | 12,00 | 11,00 | 6,63 8,00 18,00 8,00 15,00 0,53
RS3 4 | 8,25 8,00 | 150 7,00 10,00 7,00 9,00 0,37

RS1: recambio de sonda 1; RS2: recambio de sonda 2; RS3: recambio de sonda 3; n;
namero; W: media; m: mediana; DE: desvio estandar; Min: valor minimo; Max: valor
maximo; Q1: quartil 1; Q3: quartil 3.

Tiempo (dias)

|
|D RS [] 2Rs [ ] 3°RS|

Figura 6. Distribucion del tiempo empleado para recambio de sonda de los
pacientes con un cultivo positivo para Candida (2010-2013)

1°RS: primer recambio de sonda; 2°RS: segundo recambio de sonda; 3°RS: tercer
recambio de sonda

Cabe destacar que en la mayoria de los casos, el tiempo de espera entre una toma de
muestra y otra, estuvo sujeto principalmente a la culminacion de al menos 1 semana de
tratamiento con antifangicos. En el 20 % de los pacientes fue posible registrar
erradicacion microbiol6gica de la candiduria mediante la obtencion de una muestra

negativa. Mientras que en el 78,3 % restante no pudo confirmarse (Tabla 5)
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Tabla 5. Distribucion de erradicacion microbiolégica de candiduria de 46
pacientes internados en el HNJT (2010-2013)

Ausencia de Candiduria n(%)
Confirmacion 10(21,7)
No se confirmd 36(78,3)
Causas de no confirmacion
Fallecimiento 4(11,1)
Dados de alta 15(32,6)
Decision médica 17(58,7)

n: namero; %: porcentaje

El registro de temperatura permiti6 discernir que el 71,7 % de los pacientes se
encontraba con fiebre al momento de diagnosticar la candiduria y un 8,7 % tuvo un
episodio de candidemia posterior al episodio de candiduria, recuperandose la misma

especie que en orina.

Se realiz6 un andlisis estadistico para buscar diferencias entre los pacientes del sexo
masculino y femenino con respecto a los tiempos entre las muestras positivas, nimero
de leucocitos encontrados en las muestras, presencia de levaduras y recuento de
unidades formadoras de colonias. Al no encontrarse diferencias con significancia
estadistica, a excepcion de los 4 pacientes con cuatro cultivos positivos, se decidié no

analizar las variables por sexos separados.

En el examen en fresco de todas las muestras en que se aislaron levaduras del género
Candida se observaron elementos levaduriformes brotantes y en el 26,1 % de esas

muestras se observo la presencia de pseudomicelio.

Se observaron recuentos de leucocitos <10 en el 65,2 %, 54,4 %, 62,5 % y el 100 % de

las 1°, 2°, 3°y hasta las 4° muestras de orina positivas respectivamente. Mientras que,

el recuentos de UFC/mL fue superior a 10°en el 50% de las 1° muestras recolectadas,
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luego del recambio de sonda cerca del 40 % presentd dicho valor y solo un 25 % de los

pacientes con hasta un 3° cultivo positivo tuvieron idéntico recuento (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de las variables presencia de levaduras, pseudomicelio,
numero de leucocitos y UFC/mL segun las muestras positivas de 46 pacientes
pediatricos sondados internados en el HNJT (2010-2013)

Cultivo positivo 1° 2° 3° 4°
n(%) n(%) n(%) n(%)
Presencia de levaduras 46(100,0) 46(100,0) 8(100,0) 4(100,0)
Presencia de pseudomicelio 12(26,1) 7(15,2) 1(12,5) 1(25,0)
N° Leucocitos
2ab 11(23,9) 9(19,6) 4(50,0) 2(50,0)
6all 19(41,3) 16(34,8) 1(12,5) 2(50,0)
11a15 4(8,7) 8(17,4) 1(12,5) -
16 a 30 6(13,0) 9(19,6) 2(25,0) -
> 30 6(13,0) 4(8,7) - -
Recuento de UFC/mL
10%a 103 3(6,5) 5(10,9) 2(25,0) 1(25,0)
10% a 10* 9(19,6) 14(30,4) 2(25,0) 1(25,0)
10*a 10° 11(23,9) 9(19,6) 2(25,0) 2(50,0)
>10° 23(50,0) 18(39,1) 2(25,0) -

n; nimero; %: porcentaje; UFC/mL: unidades formadoras de colonia por mililitro

Con el fin de describir variables cuantitativas (edad, tiempo de internacion, tiempo entre
recambio de sonda, recuento de leucocitos y UFC/mL) de cada uno de los cultivos

positivos se calcularon los promedios y porcentajes. (Tabla 7)
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Tabla 7. Andlisis descriptivo de las variables cuantitativas en 46 pacientes internados en el HNJT (2010-2013)
: . . . L. Desvio Error
Varialle n Promedio Mediana Moda Minimo Méaximo . .
Estandar Estandar

Edad (afios) 46 3,34 2,00 2 0 13 3,00 0,44
Tiempo interhacion 46 59,43 46,00 Mdltiple 17 270 47,43 6,99
Al TPO 46 12,20 13,00 Multiple 4 22 5,22 0,77
LEU 46 3,50 3,00 3 2 6 1,35 0,20

UFC 46 4,17 4,50 5 2 5 0,97 0,14

A2 TPO 46 6,15 5,00 4 1 21 4,41 0,65
LEU 46 3,63 3,00 3 2 6 1,25 0,18

UFC 46 3,87 4,00 5 2 5 1,07 0,16

A3 TPO 8 12,00 11,0 11 8 18 3,63 0,87
LEU 8 3,13 2,50 2 2 5 1,36 0,48

UFC 8 3,50 3,50 4 2 5 1,20 0,42

A4 TPO 4 8,14 8,00 7 7 10 1,50 0,50
LEU 4 2,50 2,50 2 2 3 0,58 0,29

UFC 4 3,25 3,50 4 2 4 0,96 0,48

Al: primer ais
de leucocitos

Luego, se ans

ver afinidad e

lamiento; A2: segundo aislamiento; A3: tercer aislamiento; A4: cuarto aislamiento; n: nimero; TPO: tiempo (dias);
por campo; UFC: recuento de unidades formadoras de colonia por mililitro.

lizaron las relaciones de interdependencia entre variables mediante el Andlisis Factorial de Correspondencia Multiplé

ntre dos 0 mas variables, presentados en forma de tabla de contingencia, tanto de frecuencias como de valores me

| EU: recuento

2 (AFCM) para

Jios. (Tabla 8)
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Tabla 8. Andljiisis de Correlacion entre las variables cuantitativas en 46 pacientes internados en el HNJT (2010-2013)
Al A2 A3 A4
Edad TPI

TPO LEU UFC TPO LEU UFC TPO LEU UFC TPO LE UFC
Edad 1 -0,02 0,06 -0,94 -0,11 -0,41 -0,84 0,8 -0,21 -0,8 0,8 -0,44 -0§85 0,78
TPI -0,02 1 -0,31 -0,32 0,98 -0,35 -0,26 0,5 0,98 -0,5 -0,51 0,3 -0,5 0,41
TPO 0,06 -0,31 1 0,03 -0,5 -0,71 0,48 -0,3 -0,32 0,3 -0,12 0,69 0,08 0,35
Al LEU -0,94 -0,32 0,03 1 -0,23 0,53 0,88 -0,9 -0,14 0,9 -0,57 0,3 0,98 -0,89
UFC -0,11 0,98 -0,5 -0,23 1 -0,14 -0,28 0,5 0,98 -0,5 -0,5 0,16 -0j41 0,25
TPO -0,41 -0,35 -0,71 0,53 -0,14 1 0,06 -0,3 -0,26 0,3 0,14 -0,64 0,57 -0,86
A2 LEU -0,84 -0,26 0,48 0,88 -0,28 0,06 1 -0,9 -0,1 0,9 -0,69 0,68 0,85 -0,56
UFC 0,82 0,51 -0,34 -0,94 0,47 -0,33 -0,94 1 0,34 -1 0,47 -0,41 -0]96 0,75
TPO -0,21 0,98 -0,32 -0,14 0,98 -0,26 -0,1 0,3 1 -0,3 -0,65 0,37 -0§33 0,26
A3 LEU -0,82 -0,51 0,34 0,94 -0,47 0,33 0,94 -1 -0,34 1 -0,47 0,41 0,96 -0,75
UFC 0,8 -0,51 -0,12 -0,57 -0,5 0,14 -0,69 0,5 -0,65 -0,5 1 -0,79 -0j41 0,25
TPO -0,44 0,3 0,69 0,3 0,16 -0,64 0,68 -04 0,37 0,4 -0,79 1 0,19 0,17
A4 LEU -0,85 -0,5 0,08 0,98 -0,41 0,57 0,85 -1 -0,33 1 -0,41 0,19 il -0,9

UFC 0,78 0,41 0,35 -0,89 0,25 -0,86 -0,56 0,8 0,26 -0,8 0,25 0,17 -0,9 1

Al: primer ais
tiempo (dias);

lamiento; A2: segundo aislamiento; A3: tercer aislamiento; A4: cuarto aislamiento; TPI: tiempo de internacion en UC
LEU: recuento de leucocitos por campo; UFC: recuento de unidades formadoras de colonia por mililitro.

| (dias); TPO:
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Se encontraron correlaciones significativas entre el tiempo de estadia de los pacientes

en la UCl y el tiempo trascurrido hasta la obtencién de un tercer cultivo positivo (r=0,98;

p=0,017), asi como también entre el tiempo de internacion y el recuento de UFC/mL del
primer aislamiento (r=0,98; y p=0,025). Por otro lado, se representd graficamente la

asociacion entre las variables analizadas (Fig.7 y 8)

Jh. 3 semanas
L=}

Con Antibiotj cos
T.A.1 semana /
[+

TA. 2 semanas
@

Sin Antibidticos

Cirersion 2, Bv: 33,33%
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Figura 7. Tiempo de aparicion de candiduria (en semanas) segun tratamiento con
antibioticos
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Figura 8. Recuento de leucocitos segun presencia 0 ausencia de levaduras en la
primera muestra positiva.

Leucocitos 2: 2 a 5 por campo; Leucocitos 3: 6 a 10 por campo; Leucocitos 4: 11 a 15 por
campo; Leucocitos 5: 16 a 30 por campo y Leucocitos 6: mas de 30 por campo.
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Las gréaficas se interpretan segun la proximidad de 2 categorias, en cuanto mas cerca
estén, mayor asociacion existe entre ambas. En la Fig. 7, se observa que el tratamiento
con antibidticos presenté mayor asociacion con el tiempo de aparicion de la candiduria
en pacientes sondados por mas de 1 semana. En la Fig. 8, se aprecia que un recuento
de 6-10 y 11-15 leucocitos por campo y en menor medida de 2-5 leucocitos por campo
se encuentra asociado a la presencia de levaduras en muestras de orina de pacientes

pediatricos sondados.

Se realizaron Test No Paramétricos (Anova de Friedman para variables dependientes)
para detectar diferencias entre los dias transcurridos entre las muestras positivas y no
se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de recambio (p=0,2746)
(Tabla 9). Mientras que si se encontraron diferencias significativas entre los conteos de

leucocitos (p=0,01642) (Tabla 10) (Fig.9)

Tabla 9. Analisis estadistico del tiempo trascurrido entre las tomas de muestra de
pacientes internados en el HNJT con confirmacion de candiduria (2010-2013)

ANOVA Chi Sqr. (N = 2, df = 3) = 3,000000 p = 0,2746

Coeficiente de Concordancia = 0,50000 Aver. rank r = - 4E-7

Recambio de | Rango Suma de Desvio
Media
sonda (dias) medio | los rangos Estandar

RS1 1,50 6,00 6,15 4,41

RS2 1,88 7,50 12,0 3,63

RS3 2,63 10,50 8,25 1,50

RS1: recambio de sonda 1; RS2: recambio de sonda 2; RS3: recambio de sonda 3
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Tabla 10. Analisis estadistico del recuento de leucocitos en las muestras de
pacientes internados en el HNJT con confirmacién de candiduria (2010-2013)

ANOVA Chi Sqr. (N = 4, df = 3) = 7,961538. p = 0,01642

Coeficiente de Concordancia = 0,66346 Aver. rank r = 0,55128

Rango Suma de Desvio
Media
medio los rangos Estandar

Al 1,50 6,00 3,50 1,35

A2 2,13 8,50 3,63 1,25

A3 3,00 12,00 3,13 1,36

A4 3,38 13,50 2,75 0,96

Al: primer aislamiento; A2: segundo aislamiento; A3: tercer aislamiento; A4: cuarto
aislamiento

Mirmero de Leucocitos

T
||:| 124 O] 2°a [] %~ [l 4°A|

Figura 9. Distribucién del nUmero de leucocitos observados en las muestras de
orina segun los aislamientos obtenidos de los 46 pacientes sondados internados
en el HNJT (2010-2013)

Al: primer aislamiento; A2: segundo aislamiento; A3: tercer aislamiento; A4: cuarto
aislamiento
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Morfologia de los cultivos

Se observaron colonias de color blanco o crema, brillante o mate, himedas,
generalmente en relieve y de rapido crecimiento en el medio SGA. En general, las
mismas presentaron una textura lisa (Fig.10), aunque algunas tenian zonas rugosas
(Fig.11). En la observacion microscopica de las colonias solo se evidencié la presencia

de levaduras brotantes (Fig.12).

Fig.10y Fig.11: morfologia macroscopica y coloracion de levaduras del género Candida

en el medio SGA; Fig. 12: morfologia microscépica con Optica seca a 400X.

El cultivo en medio CHROMagar Candida® permitié identificar presuntivamente a C.

albicans, C. tropicalis y C. krusei cuando el desarrollo de las colonias fue de color verde,
azul y rosa seco, respectivamente (Fig.13). Mientras que la observacion de otros colores
(lila, magenta, blanco, etc) permitié evidenciar la presencia de otras levaduras. También,

la utilizacion de este medio favorecio la visualizacion de cultivos mixtos.
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Fig.13: morfologia macroscoépica y coloracion de las colonias de C. albicans, C. krusei,
C. tropicalis y otras especies. en el medio cromogénico Candida® CHROMagar

Company.

La mayoria de los aislados fueron capaces de formar pseudomicelio en el medio AHM.
Observando e interpretando de manera presuntiva, que la presencia de pseudomicelio
con blastoconidios agrupados y clamidoconidios resulta compatible con C. albicans y/o
C. dubliniensis; la presencia de pseudomicelio largo y escasamente ramificados con
blastoconidios Unicos, en pares o pequefios grupos dispuestos a espacios regulares,
presuntivo de C. tropicalis; la formacion de elementos brotantes elipsoidales a cilindricos

con cicatrices planas y bien circunscriptas, y que en general presentaban pseudomicelio

robusto y con células que se liberan y se organizan paralelo al eje principal compatible

con C. krusei; y el desarrollo de pseudomicelio, ramificado compuesto por blastoconidios

ovoides muy alargados compatible con C. parapsilosis.

Mientras que en 10 aislados se observo la presencia de blastoconidios muy pequefios
sin formacion de pseudomicelio. Al realizar la prueba de asimilacion de trehalosa en este
grupo, se evidencié que todos fueron capaces de asimilar ese azucar. Por lo que se

consideraron como presuntivos de C. glabrata.




Tesis Maestria: Candiduria en una UCI pediatrica. Agentes etiologicos, perfil de sensibilidad y capacidad de formacion de bio-pelicula.
Autor: biog. Christian Alvarez. Afio: 2016

Todos los aislados de color verde obtenidos en el medio cromogénico, formaron TG
hasta las 3 horas (Fig. 14), y CL a las 48-72 horas (Fig. 15) en el medio leche y se
consideron presuntivamente como C. albicans y/o C. dubliniensis. Mientras que los
mismos, formaron colonias de borde regular, de color blanco, de aspecto liso y
presentaron escasa o nula formacion de CL en Agar Tabaco; crecieron a 45°C en SGA
y asimilaron D-xilosa (Fig. 16). Por lo tanto, se consideraron compatibles con C.

albicans.

Fig.14: morfologia microscépica de tubo germinativo (proyeccion filamentosa delgada
gue no presenta constriccion en el punto de origen) a 1000X, flecha roja indica el punto
de no constriccion. Fig.15: morfologia microscépica de clamidoconidios (estructuras
redondas u ovales de 6-12 um de diametro y pared gruesa, con aspecto de esporas

laterales o terminales) a 1000X, la flecha roja indica la estructura.

Positivo

Fig.16: visualizacion del control negativo y positivo con tabletas de D-xilosa en tubo.

La identificacion definitiva con equipo comercial ID32C (bioMérieux, Marcy I Etoile,

France) corroboré en un 100 % la identificacion presuntiva de los aislados.
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En relacién a las especies aisladas entre el primer y el segundo cultivo existié un 100 %

de concordancia entre las cepas recuperadas (Fig.17). C. albicans fue la especie mas

frecuente representando el 41,3 %. Sin embargo, la suma de los porcentajes de las C.
no-albicans fue superior con un 58,7 %. En tres pacientes coexistieron C. albicans y C.
tropicalis y en uno C. tropicalis y C. lusitaniae. En los pacientes que tuvieron 3 y hasta
4 aislamientos sucesivos se recuperaron las mismas especies de Candida en cada

oportunidad (Fig.18) (Tabla 11).
C. famata (2,2%)
C. tropicalis y C. lusitaniae (2,2%)
C. glabrata (8,7%)

C. krusei(4,3%)

C. parapsilosis (4,3%)

C. albicans (41,3%)

C. tropicalis y C. albicans (6,5%)

C. tropicalis (30,4%)

Figura 17. Porcentaje de especies de Candida aisladas en la segunda muestra que
confirmo candiduria en 46 pacientes internados en el HNJT (2010-2013)

C. tropicalis y C. lusitaniae (12,5%)

“

C. glabrata (125%)

.

C. tropicalis (50 0%)

C. albicans (25,0%)

Figura 18. Porcentaje de especies de Candida aisladas en la tercera muestra de 8
pacientes internados en el HNJT (2010-2013).
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Tabla 11: Distribucion de las especies de Candida aisladas segun los cultivos
positivos obtenidos de 46 pacientes internados en el HNJ (2010-2013)

Cultivos 1°
Especies aisladas n(%)

20
n(%)

30
n(%)

40
n(%)

C. albicans 19(41,3)

19(41,3)

3(37,5)

C. no-albicans 27(58,7)

27(58,7)

5(62,5)

4(100,0)

C. tropicalis 14(30,4)

14(30,4)

3(37,5)

1(25,0)

C. parapsilosis 2(4,3)

2(4,3)

C. glabrata 4(8,7)

4(8,7)

1(12,5)

1(25,0)

C. krusei 2(4,3)

2(4,3)

C. famata 1(2,2)

1(2,2)

Cultivos mixtos 4(8,7)

4(8,7)

1(12,5)

2(50,0)

C. albicans y C. tropicalis 3(6,5)

3(6,5)

1(25,0)

C. tropicalis y C. lusitaniae  1(2,2)

n: nimero; %: porcentaje

Sensibilidad in vitro

1(2,2)

1(12,5)

1(25,0)

El estudio de la sensibilidad in vitro frente al fluconazol permitié determinar que el 98,3

% de los aislados obtenidos durante el estudio era sensible frente a este antifingico

(Fig. 19) y solo el 1,7 % fue resistente. El 100 % de los aislados resistentes se

correspondian con cepas de C.krusei (Fig. 20).
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Fig.19: visualizacion del halo de inhibicion en un aislado de Candida sensible al
fluconazol y Fig.20: visualizacién del halo de inhibicion deCandida krusei.

Formacion de biopeliculas

La cuantificaciéon de la produccién de biopeliculas de las cepas de Candida aisladas,
permitié determinar que el 100 % de las cepas era capaz de producirlo, con una media
de concentracién de 0,38 y un desvio estandar de + 0,39. La minima concentracién
registrada fue de 0,08 y la maxima de 1,79. El 92,3 % de los aislados tuvieron valores

entre 0,08y 1,0y el 7,7 % restante presentd concentraciones 21,01.

Con el fin de describir la cuantificacion de la formacion biopeliculas de cada una de las

especies y de las mezclas se calcularon los promedios y porcentajes (Tabla 12)(Fig.21).
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Tabla 12. Andlisis descriptivo de la produccién de biopeliculas segun las especies
de Candida aisladas de 46 pacientes internados en el HNJT (2010-2013)

Especie m Moda Min Max Q1 Q3 DE
C. albicans 0,12 009 0,09 080 0,09 0,31 0,20

C. famata 0,0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,20 0,00

C. glabrata 009 009 008 037 009 025 0,10

C. krusei 0,10 0,10 009 0,19 0,09 0,10 0,05

C. lusitaniae 0,69 Mal 0,60 0,76 0,60 0,72 0,07
C. 1,47 Mmal 1,00 1,79 1,00 155 0,33

parapsilosis

C. tropicalis 44 064 065 008 149 025 0,77 0,36

C. albicansy 7 047 048 044 017 0,72 0,44 0,56 0,16

C. tropicalis

C. tropicalisy 4 0,75 0,75 Mal 0,70 0,80 0,70 0,76 0,04

C. lusitaniae
W: media; m: mediana; Min: minimo; Max: maximo; Q1: quartil 1, Q3: quartil 3; DE: desvio
estandar

Produccidn de hio-peliculas

[] c alicans B c e [ c tatvats
B c s [] c iwstamse [ ] c porspsiopsis
[]

B c sopicans C. alticans v Cropicatis || G, twopicalis it . lusitanize

Figura 21. Distribucién de produccion de biopeliculas segun las especies de

Candida aisladas de los 46 pacientes sondados internados en el HNJT (2010-2013)
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En relacion a la produccion de biopeliculas, se observo que las cepas de C. parapsilosis
presentaron los valores de media mas altos de formacion de biopeliculas seguido de
C.lusitaniae y C. tropicalis. El resto de las especies presentaron valores de media
iguales o inferiores a 0,23. C. tropicalis seguido por C. parapsilosis y C. albicans
mostraron la mayor dispersion en los resultados obtenidos. Mientras que, C. famata, C.
krusei y C. glabrata fueron las especies que mostraron menor capacidad de formacion

de biopeliculas y ademas presentaron los resultados mas uniformes.

Los valores de la media de partes iguales de mezclas de C. albicans y C. tropicalis,
mostraron concentraciones inferiores a 0,50, mientras que los valores de la mezcla de

C. tropicalis y C. lusitaniae fueron superiores a 0,70.

El andlisis estadistico de la concentracion de biopelicula producido entre las cepas

aisladas de las diferentes muestras de cada uno de los 46 pacientes no presentaron

significancia estadistica.
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Discusion:
I — |

En las dltimas décadas, los reportes de varios paises indican un incremento paulatino
de la candiduria, sobre todo en pacientes sondados internados en las UCI (2,23,26,
28,31,33,36,65,66). Sin embargo, a la fecha, el valor de la recuperacion de levaduras

del género Candida en orina es debatido por los expertos. Este contexto se produce

debido a que aun existen dudas acerca de la importancia de dicho hallazgo.

¢El aislamiento de Candida en orina se debe interpretar como una infeccion o una
colonizacién? ¢Qué recuentos de leucocitos o UFC/mL de orina son significativos y
predictivos de infeccién de vias urinarias por Candida? ¢ La presencia de candiduria per
se produce complicaciones? ¢ En qué casos es necesario realizar un tratamiento y en
cuales no?. Estas y otras preguntas permanecen aun sin ser aclaradas. Esta

investigacion se llevé cabo con el fin de aportar mas datos al respecto.

Se evidenci6 candiduria en 46 pacientes, el 80 % eran menores de 5 afios. Asimismo,
se registrd una prevalencia del 5,96 % y una incidencia anual de 14,3 cada 1000
pacientes ingresados. Al comparar estos datos con los obtenidos en un hospital
pediatrico de Iran, se encontraron valores similares al de este estudio (5,2 %) (30). En
otra serie Irani hallaron un 32,3 % (50/155) de casos de candiduria, de los cuales 36 %

(18/50) correspondian a nifios (26).

En EEUU, en investigaciones realizadas en las UCI de neonatos reportaron un 0,5 % de
prevalencia (67). Mientras que en otra serie encontraron mayor porcentaje (=40 %) (68).
En contraste, en Canada, Robinson et al. (29), observaron durante 30 meses, 30 casos
de candiduria en trece UCI de neonatos. Es necesario tener en cuenta que los valores
encontrados en el HNJT fueron dificiles de comparar con estas y con otras series debido
a que este estudio estuvo restringido a una sub-poblacion con determinadas

caracteristicas, los mismos eran pacientes pediatricos sondados internados en la UCIl y
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ademas tenian co-morbilidades y factores de riesgo propios de sus enfermedades de

base.

Varios autores aseveran que el uso de catéteres urinarios es un factor de riesgo que
contribuye al crecimiento de especies de Candida en orina y por consiguiente al
desarrollo de candiduria en pacientes internados en las UCI (8,23,26,28-
31,33,36,65,66). En este estudio se observé que cerca del 67,6 % de casos de
candiduria asociados al uso de sonda vesical. En contraste, Passos et al. (28),
reportaron que el 92,6 % de los pacientes que habian desarrollado candiduria tenian
catéteres urinarios insertos. Resultados similares, fueron publicados por Ghiasian et al.
(26) con un 92% y por Richards et al. (66) con el 95%. A diferencia de los resultados en
estas investigaciones, en la UCI del HNJT se observé un menor nimero de casos de
candiduria relacionados al uso de sonda vesical, lo cual, podria atribuirse a una
multiplicidad de factores tales como tiempo de permanencia de sonda, edad y
enfermedad de base de los pacientes, tratamiento con fluconazol, cuidados en el manejo

de los pacientes, etc.

Por otro lado, algunos autores encontraron asociacion con significancia estadistica entre
el tratamiento previo con antibi6ticos y la aparicibn de candiduria, por lo que, la
antibioticoterapia es considerada como un factor de riesgo que precede a la ITU por
Candida (23,26,69). Alrededor del 90 % de los pacientes estudiados estaban recibiendo

antibidticos antes del aislamiento de levaduras del género Candida en orina. Sin

embargo, los analisis estadisticos realizados no pudieron demostrar diferencias

significativas con este factor de riesgo y tampoco por sexo, edades y con ninguno de los

factores predisponentes.

No obstante, se observd que aquellos pacientes que recibian antibidtico terapia

presentaban mayor asociacion con el tiempo de aparicion de la candiduria en la primera
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semana de internacion. Este hallazgo quiz4 se deba a la inhibicibn de la biota
bacteriana, con su consecuente disminucidon y sobrecrecimiento de levaduras,
principalmente en el tracto colorectal y en el meato urinario y su posterior ingreso a

través de la uretra, lo que conllevaria a la colonizacion y/o infeccion de la vejiga (23,33).

El incremento en la frecuencia en los casos de candiduria nosocomial también ha sido
relacionado con el tratamiento con corticosteroides. Aungque existe muy poca
informacion acerca de si existe o no una real asociacion con el desarrollo de la
candiduria. En este estudio, la corticoterapia fue el tercer tratamiento previo mas usado
y el quinto factor de riesgo mas frecuente. Sin embargo, no se encontré significancia
estadistica. Mientras que Guler et al. (70), encontraron que el riesgo de padecer
candiduria se incrementa 1,4 veces en pacientes que reciben administracion de
corticosteroides. Seria importante realizar mas estudios con un mayor numero de
pacientes pediatricos para dilucidar si la corticoterapia es o no un factor de riesgo a tener

en cuenta en esta poblacion.

El tiempo de permanencia del sondaje vesical también es considerado como uno de los

factores de riesgo para desarrollar candiduria. Segun Bose et al. (71), el riesgo de

infeccion asociada al uso de catéteres se incrementa aproximadamente un 10% cada
dia de internacion. Cuando los pacientes se encuentran sondados por cortos periodos
(<7 dias), entre un 10 a un 50% pueden desarrollar una ITU, mientras que aquellos que
tienen catéteres por periodos mas largos (>28 dias), en general, el 100% terminan

desarrollando una ITU.

El tiempo que transcurrio entre que los pacientes analizados fueron sondados y tuvieron
un 1° cultivo de Candida positivo tuvo una media de 12,2+5,22 dias. Por lo tanto, se
puede inferir que en el supuesto caso que la colocacién de las sondas vesicales haya

sido la puerta de entrada de las levaduras, estas debieron permanecer insertas
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aproximadamente 2 semanas hasta producir infeccion. Otra posibilidad es que las
sondas se pudieron haber colonizado a partir de la biota autéctona del meato urinario
de los pacientes durante el tiempo que permanecié inserta la sonda, o quizas, las
sondas se contaminaron por la manipulacién del personal de salud durante la estadia
del paciente en la UCI. Por otro lado, se encontrd correlacion significativa entre el tiempo
de internacién y el recuento de UFC/mL del primer aislamiento (r=0,98; y p=0,025). A
pesar de no haberse determinado el modo en el que se produjo la infecciéon o
colonizacion, se deduce que la poblacion estudiada tuvo mayor riesgo de desarrollar

candiduria si permanecian internados mas de una semana en la UCI.

Tal fue el caso de los 8/46 pacientes que tuvieron hasta 3 cultivos positivos, los mismos
presentaron una media de 29,4 dias de internacion y los 4/46 nifios con 4 cultivos
consecutivos positivos fue de 32,8 dias. Al contrastar estos datos con los aportados con
el servicio de estadistica del Hospital, se comprob6 que los pacientes con candiduria

permanecian mayor nimero de dias en la UCI, en comparacion con la media (8,85; DE

+ 1,49 dias) de los 771 pacientes ingresados en el mismo periodo.

Es comprensible que aquellos pacientes que no resolvieron la candiduria tras recibir un
tratamiento y que tuvieron mas de 2 cultivos positivos permanecieron mayor cantidad
de tiempo internados (=1 mes). No obstante, segun los registro médicos, la candiduria
no fue la causa por lo cual permanecian en la UCI, sino que se debia a que los mismos
no mejoraban o no corregian su estado critico producto de su enfermedad de base. De
lo que se concluye que la candiduria podria ser una complicacién sobre agregada al

cuadro basal de estos pacientes.

Algunos autores sugieren que la candiduria por si misma, en especial en pacientes
internados en las UCI, es un marcador temprano e indicativo de infeccion sistémica (69).

Mientras que otros refieren que el curso natural de la candiduria puede ser benigna y
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con frecuencia se autolimita sobre todo si los factores predisponentes son corregidos,
aun en pacientes con enfermedades de base, incluyendo los diabéticos (23,72). Sobel
et al. (36), refuerzan estas aseveraciones, debido a que no encontraron casos de ITU
complicadas, incluyendo pielonefritis, candidemia, candidiasis sistémica y/o muertes

debidas a infeccion fangica.

En el presente trabajo, la Unica posible complicacion observada producto de la
candiduria fue la fungemia en un 8,7 % de los casos, los mismos fueron detectados
alrededor de las 2 semanas de haber aislado Candida en orina. Tal fue el caso de 4
pacientes, que ademas de encontrarse sondados e internados en UCI y bajo tratamiento
con antibidticos de amplio espectro, tenian otros factores de riesgo, tales como
ventilacion respiratoria mecanica (4/4), alimentacién parenteral (2/4) y cirugia previa o
derivacién ventricular (1/4). Sin embargo, para confirmar que la causa de la candidemia
tuvo como punto de partida las vias urinarias, seria necesario realizar estudios
moleculares para determinar si existe correlacion filogenética entre los aislados. En
contraste, Binelli et al. (24), realizaron un estudio de caso-control con el fin de verificar

si la candiduria estaba asociada con la aparicion de candidemia. En ese estudio, el

andlisis microbiol6gico de las especies aisladas en la orina de los pacientes que

desarrollaron candidemia demostré que en el 43 % (10/24) de los casos, la especie
aislada en orina fue diferente a la especie aislada en sangre y se encontraron diferencias
inter y/o intra-especies en el 52 % de las muestras recogidas de sangre y de orina. De
acuerdo con estos datos, se corroboraria el concepto de que la ITU baja es raramente
fuente de fungemias. En oposicion, en este estudio hubo una correlacién del 100 %
entre los aislados de orina y sangre, lo cual objetaria lo postulado por Binelli et al. (24),
aunque como se menciond anteriormente es necesario realizar estudios moleculares

para corroborar que los aislados son idénticos.
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También se registro 4 muertes, las cuales podrian ser atribuidas como una complicacion
de la ITU por Candida. Aunque, segun las historias clinicas, ninguna de esas muertes
estuvo asociada a la candiduria sino a las complicaciones de las enfermedades de base.
Esto ultimo es coincidente con algunos autores que sugieren que las ITU adquiridas en
la UCI se asocian a un aumento de las tasas de morbilidad de los pacientes, aunque
estas por si solas, no parecen incrementar el riesgo de muerte (21,26). En contraste, en
un estudio llevado a cabo en 70 hospitales de Espafia por el grupo EPCAN, encontraron
diferencias significativas en las tasas de mortalidad (33). Al igual que en otro estudio
realizado en Argentina, en el cual se demostré un mayor riesgo de muerte relacionado

al incremento de ITU en pacientes admitidos en la UCI (73).

El andlisis del tiempo empleado entre un cultivo positivo y una nueva toma de muestra
permitié comprobar que después que el laboratorio emitia por 1° vez un informe positivo
para Candida, el cuerpo médico tardaba alrededor de 1 semana en realizar el pedido,
retirar la sonda vesical y recolectar una nueva muestra de orina. No obstante, a pesar
de haberse confirmado la presencia de Candida con un nuevo cultivo positivo, el
segundo recambio tardé casi 2 semanas. Es posible que, el equipo médico sostuvo una
conducta expectante para la resolucién de la candiduria en los pacientes que iniciaron,
en algunos casos, el tratamiento antifingico, en otros aumentaron la dosis, o bien

rotaron la medicacion.

Uno de los mayores inconvenientes que se present6 en este trabajo fue la imposibilidad
de confirmar la erradicacion de la candiduria en la mayoria de los pacientes (=80 %). La
negativizacion microbiolégica de los cultivos se registrd solo en un 20 % de los casos.

La principal causa de haber obtenido valores tan bajos, estuvo sujeta a la decision

médica de no solicitar un nuevo cultivo. Tal decision fue debida a que la mayoria de los

pacientes iban a ser dados de alta, mientras que =30 % ya habian sido dados de alta 'y

~10 % habian fallecido. Situaciones similares fueron observadas por Kauffman et al.

pag. 58




Tesis Maestria: Candiduria en una UCI pediatrica. Agentes etiologicos, perfil de sensibilidad y capacidad de formacion de bio-pelicula.
Autor: biog. Christian Alvarez. Afio: 2016

(23), quienes encontraron un 38,4 % (331/869) de casos, en los que no se solicité una

2° muestra para corroborar la candiduria.

Es necesario destacar que en este estudio se pudo comprobar que un 32,4 % (22/68)
de las muestras de orina estaban contaminadas, lo mismo, pudo demostrarse mediante
el recambio de sonda vesical antes de realizar una nueva toma de muestra. Un valor
similar fue encontrado por Kauffman et al. (21,23), al igual que Bukhary et al. (34) y
Pappas et al. (39). Esos autores encontraron que tal accion disminuye (=20 %) los falsos
positivos. En base a estos resultados y cuando fuera posible, se sugiere retirar la sonda
vesical, frente a un 1°" cultivo positivo de levaduras del género Candida provenientes de
muestras de orina de pacientes pediatricos sondados, con el fin de diferenciar una
contaminacién de una colonizacién y/o infeccion. De esta manera se evitaria un
tratamiento antifingico inadecuado, seleccion de cepas resistentes circulantes, y

consiguiente disminucién del costo sanitario.

En el andlisis microscopico de los sedimentos de orina se observé un recuento de

leucocitos <10 por campo en la mitad de las primeras y segundas muestras positivas.

Asimismo, se observé que cerca del 60 % y el 100 % de los pacientes que tuvieron hasta

un tercer y cuarto cultivo positivo respectivamente tuvieron idénticos valores. Se pudo
demostrar que un recuento entre 6-10 y 11-15 leucocitos por campo y en menor medida
de 2-5 leucocitos por campo se encuentra asociado a la presencia de levaduras en las
muestras de orina de pacientes pediatricos sondados. Estos resultados son similares a
los encontrados en 648 pacientes adultos por Kauffman et al. (23), en los que
observaron que més de la mitad de las muestras tuvieron valores =5 leucocitos por

campo y solo un 20 % tuvo valores >50.

Por lo mencionado con anterioridad se puede concluir que el hallazgo de un recuento

bajo o alto de leucocitos en muestras de orina provenientes de nifios con catéter urinario,
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no deberia tomarse como un criterio excluyente de candiduria y tampoco elimina la
posibilidad de infeccién fungica. Por el contrario, si uno de los criterios para confirmar
candiduria en esta poblacién hubiese sido la presencia de >50 leucocitos por campo se

hubiera realizado un sub-registro de candiduria en mas de la mitad de los pacientes.

Por otro lado, el aislamiento de Candida en la orina puede aparecer en ausencia de
enfermedad, por lo tanto, contintan las controversias sobre la valorizacién del recuento
de la colonias obtenidas del cultivo. Algunos autores, tales como Ghiasian et al. (26)
consideraron ITU por Candida en nifios cuando los valores de UFC/mL eran 210°. Si se
hubiese tenido en cuenta este criterio, solo se hubiera detectado la mitad de los casos
de candiduria; y si le sumamos otro de los criterios usados como es el recuentos alto de
leucocitos, solo se hubieran registrado un 8,7% (4/46) de los casos. Asimismo, el sub-
registro de candiduria hubiera sido muy superior en las 29, 3@y 4@ muestras, ya que en
las mismas, las UFC/mL no superaron valores 210°en el 60 %, 75 % y 100 % de los

casos respectivamente.

Otros autores como Kauffman et al. (23) y Sobel et al. (36), sugieren que existe mayor
relacion entre candiduria e ITU cuando los recuentos son 210° UFC/mL. Sin embargo,
se han encontrado recuentos inferiores en casos de pielonefritis adquirida por via
hematdgena, donde los rifiones funcionan como filtro y pueden reflejar recuentos bajos
en la orina (74). Por ende, si el punto de corte utilizado en este trabajo hubiera sido 2103
UFC/mL, en base a los resultados obtenidos de la 1° muestra, se hubieran detectado
alrededor del 90 % de los casos. Pero, no se hubieran identificado 3 pacientes, 2 de

ellos con hasta un cuarto cultivo positivo. En uno de ellos se observé un aumento de

UFC a valores >10° en la 2% muestra y esos valores se mantuvieron en los cultivos

subsiguientes. Mientras que en el otro paciente siempre conservé valores entre 10% a

10 UFC/mL.
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En base a estos datos, se puede teorizar que independientemente del niumero de
leucocitos y UFC/mL observados, todas aquellas muestras de orina positivas para
Candida provenientes de pacientes pediatricos sondados deben ser consideradas como
compatibles con candiduria hasta confirmacion con un nuevo cultivo positivo, previo

recambio de sonda.

Por otro lado, la prevalencia de C. albicans sobre las otras especies encontrada en este
trabajo, puede entenderse ya que esta especie es un reconocido comensal de la mucosa
gastrointestinal, respiratoria y genital. Asimismo, esta comprobado y establecido, que
en hospedadores inmunodeprimidos sufre transformaciones morfologicas y bioquimicas
tales como la adherencia a las células epiteliales, sintesis de enzimas hidroliticas,
formacion de hifas o pseudomicelio, modulacién antigénica que lleva a la invasion tisular

y en definitiva, a una predominio de la misma (75, 76).

Las investigaciones a nivel mundial, muestran que C. albicans es la especie fungica
mas frecuente aislada en orina, representando en la mayoria de los casos entre el 50 al
70 % de los aislamientos. Tal es el caso del estudio multicéntrico realizado por Kauffman
et al. (23), los mismos confirmaron candiduria en 530 pacientes adultos; donde C.
albicans ocup6 el primer lugar con 52 %, seguido por un 16 %, 8 %, 4 % y 1 % de

aislados correspondientes a C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei

respectivamente. Al igual que en las UCI de neonatos de Canada, Robinson et al. (29),

donde solo registraron un 13 % de casos de candiduria por C. parapsilosis, seguidos
por C. tropicalis y C. lusitaniae cada una con un 7 % y C. glabrata con 3 %. En Iran, a
partir de 402 muestras de orina obtenida de nifios, el 65,5 % de los casos fueron por C.
albicans, seguido de C. glabrata (31 %) y C. krusei (3,5 %) (30). En contraste, en otro
estudio realizado en el mismo pais por Ghiasian et al. (26), encontraron 50 de casos de
candiduria entre las UCI de un Hospital de Adultos y una de Nifos, el 14 % del total de

casos fueron atribuidos a C. glabrata, 12 % a C. parapsilosis, C. krusei 10 % y C.
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tropicalis 4 %. En Argentina, Garcia-Effron et al. (datos no publicados) (31), llevaron a
cabo un estudio multicéntrico en 2013, participaron 15 hospitales (Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, Chaco, Rosario, Santa Fe y Tucuman) incluido el HNJT. Se estudiaron
240 casos de candiduria correspondiente a pacientes de diferentes edades. C. albicans
fue la especie mas aislada (43,3 %), seguida de C. tropicalis (30 %), C. glabrata (8,3 %)
y C. parapsilosis (4,6 %). Esta referencia bibliogréfica es de gran importancia para la
investigacion ya que permite realizar una comparacién con un gran nimero de pacientes
de distintas regiones del mismo pais. Si bien la poblacion estudiada era en su mayoria
adulta, el orden de frecuencia de las cuatro principales especies aisladas se correlaciona

en un 100 % con los datos obtendidos en el presente estudio.

Teniento en cuenta que en esta investigacion C. albicans constituyé aproximadamente
el 40 % de los aislados, la frecuencia fue entre un 10 y 30 % menor en comparacion con
lo expresado por otros autores. Por un lado, este porcentaje refuerza el hecho de que

C. albicans es la especie de mayor prevalencia. Por otro, refleja que en la poblacién

demografica estudiada hay un mayor nimero de especies de C. no-albicans, lo que

concuerda con otros trabajos.

Tales prevalencias han sido observadas en India, Malled et al. (77), aislaron en 17
oportunidades Candida a partir de la orina de pacientes adultos. Las C. no-albicans
representaron el 82,3 % de los casos, siendo el mayor porcentaje encontrado en la
bibliografia revisada. La frecuencia fue de 41,1 %, 23,5 %, 11,7 % y 5,8 % de C.
tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei y C. glabrata respectivamente. En Turkia, Ozhak-
Baysan et al. (27) demostraron que el 56 % de los casos de candiduria fueron causadas
por C. tropicalis (20 %), C. glabrata (18 %), C. krusei (6 %), C. famata (5 %), C.
parapsilosis (4 %), C. kefyr (2 %) y C. guilliermondii (1 %). En Etiopia, de 35 muestras

de orina provenientes de pacientes diabéticos, se recuperd un 58 % especies de C. no-
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albicans, en este caso C. glabrata (34,2 %) desplazo al tercer lugar a C. tropicalis (15,8

%) y ademas aislaron C. famata (3,1 %) y C. kefyr (2,6 %) (78).

En Brasil existen diferencias de datos en la prevalencia de especies de C. no-albicans.
Kobayashi et al. (79), encontraron que el 64,5 % de casos eran producidos por C.
tropicalis (22,2 %), seguido por C. parapsilosis (11,1 %), C. glabrata (8,8 %) y C. krusei
(6,6 %). Mientras que Passos et al. (28), aislaron solo un 30 % de especies de C. no-
albicans, donde C. glabrata y C. famata se encontraron ambas en segundo lugar cada
una con un 7 %, seguidas de C. parapsilosis y C. kefyr también con un 4,6 % cada una
y por ultimo C. tropicalis con un 2 %. En otra serie de Brasil, Binelli et al. (24), hallaron
un 43,5 % de casos producidos por C. tropicalis y no encontraron ninguna de las otras
especies de Candida a menudo aisladas. En contraste, en la investigacion realizada por
da Silva et al. (25), tuvieron un 44 % de casos producidos por: C. tropicalis (20,0 %),
seguidos por C. glabrata (11,0 %), C. parapsilosis (4,0 %) y C. lusitaniae, C.
guilliermondii, C. krusei (2,0 %). Mientras que, Almeida et al. (80), tuvieron un 64 % de

casos causados por: C. tropicalis (42 %), C. glabrata (20 %) y C. krusei (2 %).

En otro estudio realizado en la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires por Cronistein et al.

(en prensa) (8), el 67,2 % de las especies halladas fueron C. no-albicans. Siendo el
orden de frecuencia de C. tropicalis (34,4 %), seguido por C. glabrata (11,5 %), C.
parapsilosis (1,6 %), C. krusei (0,8 %) y Candida spp (19 %). Datos similares fueron
obtenidos en otro trabajo realizado en Buenos Aires por Mujica et al. (9),o0bservaron que
de 145 aislamientosde orinas analizados, las C. no-albicans sumadas fueron
prevalentes (57,2 %), siendo C. tropicalis (20 %) y C. glabrata (24,8 %) las de

aislamiento mas frecuente.

En el presente trabajo, C. tropicalis ocup6 el primer lugar en frecuencia entre las

especies de C. no-albicans. Es llamativo que la misma represente el segundo o tercer
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lugar junto con C. glabrata, segun las series de candiduria revisadas. Quizas podria
deberse a una mejor adaptacion de esta especie al medioambiente de las vias urinarias,
sobre todo del perineo, lo que facilitaria la colonizacién y posterior infeccion por via
ascendente a la vejiga. O bien, es posible que la infeccion esté supeditada a la
contaminacién del catéter urinario por una mala manipulacion del personal sanitario, lo
gue favoreceria la posterior infeccién. Esto Ultimo acontecié en la UCI del Hospital de
Corea del Sur, en esa unidad hubo un brote por C. tropicalis, registrandose 34 casos
por la diseminacién de un clon de C. tropicalis aislado a partir de distintas superficies

inanimadas relacionadas con desechos médicos (65).

La prevalencia de C. glabrata en tercer lugar quizas se deba al uso de terapias con
fluconazol, que es un factor determinante segun los especialistas de la alta incidencia
de candiduria y candidemia observada en ciertas regiones geograficas (5). La
recuperacion de C. glabrata debe tener especial atencién, ya que tiene la capacidad de
desarrollar resistencia secundaria a fluconazol después de una exposicién prolongada
con azoles. Cabe destacar que de los 46 pacientes incluidos en este trabajo,
aproximadamente el 60,0 % se encontraba bajo tratamiento de profilaxis con este
antifangico. Por lo tanto, el hallazgo de esta especie en la orina de los pacientes de la
UCI del HNJT puede atribuirse a una presién selectiva ejercida por el uso y/o abuso de

fluconazol.

C. parapsilosis represent6 solo el 2 % de los casos de candiduria, ocupando el cuarto
lugar junto con C. krusei. Se hace dificil interpretar el porcentaje obtenido para la primera
especie, al tener en cuenta que en un estudio multicéntrico de fungemias realizado en
Argentina, C. parapsilosis fue el segundo agente causal (5). Asimismo, las cepas de
esta especie tienen marcada afinidad por los materiales sintéticos; forman parte de biota

comensal de piel y son responsables de epidemias intrahospitalarias relacionadas con

la contaminacién de las soluciones de perfusion y el mal manejo de los catéteres
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(45,81,82). Sin embargo, C. parapsilosis fue la especie mas frecuentemente aislada
como contaminante en las muestras de orina, lo cual, se subsan6 con la retirada de la
sonda vesical y toma de un nuevo cultivo. De cualquier modo, es de vital importancia
respetar las medidas de control de las infecciones hospitalarias, para prevenir las

infecciones locales o generales por esta especie en particular o cualquier otra levadura.

La prevalencia global de candiduria por C. krusei oscila aproximadamente entre el 1 %-
10 % (8,23,25-27,30,31,36,77,79,80). En coincidencia, con este estudio, el porcentaje
de C. krusei fue 4,3 % similar a lo comunicado en otras series. Los dos pacientes que
padecieron candiduria por esta levadura se encontraban bajo tratamiento con
antibiéticos de amplio espectro debido a que presentaban cuadros de fiebre de origen

desconocido. En ambos casos se inicié tratamiento empirico con fluconazol al momento

de indicar la presencia de levaduras en orina y valores >10% UFC/mL. Luego se rot6 a

anfotericina B entre las 48-72 horas posteriores, resolviendo el cuadro de candiduria. El
tiempo entre un tratamiento y otro estuvo supeditado al requerido para identificar a nivel

de especie C. krusei.

Por otro lado, se registr6 una sola vez candiduria por C. lusitaniae y se recupero en 4
ocasiones en conjunto con C. tropicalis. El caso correspondia a un paciente de 3 afios
de edad, con bajo peso, que habia ingresado por un problema de origen respiratorio y
se encontraba con alimentacion parenteral. La primera vez que se aisl6 la levadura fue
a la semana de colocarle la sonda vesical y estaba solo bajo tratamiento con antibioticos.
Al principio, el paciente fue tratado durante 2 semanas con fluconazol dosis de 10
mg/Kg/dia y luego se rotd a la tercera semana con anfotericina B resolviendo su cuadro.
Si bien C. lusitaniae fue uno de los aislados menos frecuentes, al igual que en otras
series, su hallazgo debe ser contemplado ya que ha sido identificada como un patégeno
nosocomial emergente, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos y en algunas

ocasiones se asocia con resistencia a la anfotericina B (25,29,36,83). Cabe destacar
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que la anfotericina B, en la provincia de Tucuman-Argentina es la principal opcion

terapedutica frente a cepas resistentes al fluconazol en pacientes pediatricos.

El hallazgo de dos o mas especies de Candida productoras de candiduria en un mismo
paciente no es una situacion infrecuente. En esta investigacion se encontré un 10,9 %
de coexistencia de dos especies de Candida. En contraste, en un estudio realizado por
Seifi et al. (30), los cultivos mixtos representaron aproximadamente el 40 % del total de
los cultivos siendo el 100 % combinaciones de C. albicans y C. glabrata. En EEUU,
Sobel et al. (36), encontraron un 17,3 % de coexistencia de mas de una especie de
Candida. Mientras que, en otro estudio multicéntrico realizado en EEUU, el porcentaje
hallado fue inferior (4,1 %) (23). Este valor fue idéntico al observado en Irdn (26). En
cambio, Cornistein et al. (8), encontraron solo un 2,45 % de casos de candiduria
producidos por dos especies. En consecuencia, la coexistencia de mas de una especie
en muestras de orina debe ser tenido en cuenta. Remarcando la importancia de utilizar
medios cromogénicos que permitan diferenciar distintas tonalidades entre las colonias,
de modo de identificar presuntivamente a mas de una especie, con la posterior

identificacion definitiva y realizacién de las pruebas de sensibilidad in vitro.

Por consiguiente, en base a los datos obtenidos se puede afirmar que las especies de
C. no-albicans, sobre todo C. tropicalis y C. glabrata, se encuentran en aumento y en
algunas poblaciones tales como los pacientes de la UCI del HNJT con determinados

factores de riesgo, incluso son mas prevalentes que C. albicans.

El estudio de la sensibilidad in vitro permitié detectar dos aislados resistentes al
fluconazol, ambos fueron por C. krusei. El resto de las especies de Candida aisladas,
fueron sensibles. Por el contrario, en Irdn, Seifi et al. (30), encontraron altas tasas de
resistencia en distintas especies de Candida aisladas de orina de pacientes pediatricos,

en las que hallaron un 100 % de resistencia para C. albicans y C. krusei y un 67 % para
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C. glabrata. Mientras que, Mahmoudabadi et al. (84), hallaron 42 cepas resistentes al
fluconazol: (32) C. albicans, (7) C. glabrata, (2) C. tropicalis y (1) C. krusei. Un total de
35 cepas eran sensibles dosis dependiente (SDD): (17) C. albicans, (16) C. glabrata y
(2) C. tropicalis. Solo 11 cepas fueron sensibles: (9) C. albicans y (2) C. glabrata. Es

llamativa la elevada tasa de resistencia registrada en Iran, sobre todo para C. albicans.

En Brasil, Ribeiro de Freitas et al. (85), evaluaron la sensibilidad al fluconazol de 95
cepas de Candida (C. albicans 42,1 %, C. glabrata 32,6 % y C. tropicalis 25,3 %)
recuperadas de muestras de orina. Encontraron que un 19,35 %, 12,5 % Yy 4,2 % de los
aislados de C. glabrata, C.albicans y C. tropicalis respectivamente eran SDD y solo el
8,3 %Yy 2,5 % de los aislados respectivos de C.albicans y C. tropicalis fueron resistentes.

A diferencia de este estudio en el que no encontramos resistencia en esas especies.

En contraste, en 2003, Godoy et al. (86) llevaron a cabo un estudio de la sensibilidad
antifingica de cepas de Candida aisladas de hemocultivos provenientes de diferentes
paises de Latinoamérica. Todas las cepas (43) C. albicans, (25) C. tropicalis, (22) C.
parapsilosis y (8) C. glabrata fueron sensibles, lo cual es coincidente con los resultados
obtenidos, independientemente se tratasen de aislados de sangre y orina. Mientras que
en un estudio comparativo entre Espafia y Argentina se analizaron 744 aislados
provenientes de hemocultivos. Un 9,9 % (74) de cepas Candida tenian sensibilidad
disminuida. Un 8,5 % (8/94) de los aislados de C. albicans de Argentina y el 1,9 %
(3/155) de los de Espana fueron resistentes al fluconazol; solo el 6,3 % (3/47) de las
cepas de C. tropicalis de Argentina presentaron resistencia al fluconazol; y el porcentaje
de aislados SDD o resistentes de C. glabrata fue mas significativo entre los aislados de

Espafa y Argentina (93,8% versus 66,6%, p=0,012) (87).

En un estudio multicéntrico realizado en 2007-2008 en Argentina, se evaludé la

sensibilidad in vitro al fluconazol de 420 levaduras recuperadas de hemocultivo,

encontrandose una baja tasa de resistencia (5,4 %). Entre las especies resistentes, C.
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glabrata (n=20) represento el mayor porcentaje (20 %), seguido por C.tropicalis (n=71)
con un 4,2 %, C. parapsilosis (n=120) con un (2,5 %) y el 100 % de las cepas de C.
albicans (n=177) testeadas fueron sensibles (5). Al comparar con los datos obtenidos
de otros aislados clinicos en Argentina, se pone en evidencia las diferencias presentes
en los patrones de sensibilidad al fluconazol, independientemente se trate de cepas

recuperadas de procesos de candiduria o candidemia.

En base a lo expresado, antes de someter a un paciente a un tratamiento profilactico o
empirico con cualquier antifingico es imprescindible conocer la epidemiologia del
hospital en relacion con las infecciones por Candida. En este estudio, la mayoria de los
cepas eran sensibles al fluconazol y como en general la sensibilidad se mantiene
constante entre especies, el tratamiento con ese antifingico es adecuado en un elevado
porcentaje de casos en el HNJT. Sin embargo, es esencial identificar la levadura a nivel
de especie y es imprescindible valorar el estado clinico del paciente y conocer si estaba
recibiendo profilaxis con antifingicos debido a existencia de resistencia secundaria,

especialmente cuando se aisla C. glabrata.

Del mismo modo, el recurrir al tratamiento empirico con antifingicos frente a un anico
resultado positivo de Candida en orina, ha generado para algunos expertos, la causa de
la aparicion de especies y de cepas multirresistentes (1,5,21,34,36-40). En este trabajo,
en la poblacién estudiada, un 60% recibia profilaxis con fluconazol. Por lo tanto, es
probable que el uso de fluconazol sea uno de los factores desencadenantes de la
epidemiologia observada en el HNJT, al igual que en otras regiones del mundo,

favoreciendo el aumento de infecciones debidas a C. no-albicans, en especial C. krusei

(con resistencia intrinseca) y C. glabrata (resistencia adquirida), en las que el

tratamiento con este azol no es el adecuado.

En la actualidad, existe informacion pertinente y disponible sobre diferentes géneros y

especies de bacterias que producen biopeliculas, no asi, en lo que se refiere a los
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hongos. Las escasas investigaciones existentes indican que la biopelicula formada por
Candida favorecen las infecciones relacionadas con los dispositivos implantables, tales
como las sondas urinarias. Asi como también, la generacién y produccién de
biopeliculas; de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata; se asocia a altas
tasas de mortalidad (43,50,51,85,88-92). En esta investigacion se observé que el 100

% de las cepas testeadas fueron capaces de formar biopeliculas in vitro.

Del total de 47 aislados de C. albicans, el 75 % presentaron concentraciones de
produccién de biopelicula igual o inferior a 0,35 y el 50 % tenian valores entre 0,09 y
0,31. Esos valores son bajos en comparacion con el resto de las cepas testeadas. No
existe una razén explicable para esta diferencias; sin embargo, puede deberse a que no
existe una técnica estandarizada para medir la capacidad de producir biopeliculas y/o a
las variaciones realizadas por los investigadores en la técnica de cristal violeta tales
como: el medio de cultivo utilizado para el desarrollo y formacién de biopelicula,
superficie sobre la cual se produjo el experimento (silicona, latex, poliestireno, polivinilo,
poliuretano, etc), tiempos de incubacién empleados, concentraciéon de los inéculos.
Estos y otros puntos criticos fueron también expresados en el trabajo realizado por

Chandra et al. (51).

En 1994, Hawser y Douglas (92), observaron que C. tropicalis tenia la propiedad de

producir gran cantidad de biopelicula y cubrir grandes extensiones sobre la superficie

de catéteres de PVC. En el 2002, Shin et al. (93), también registraron esa propiedad,

pero sobre poliestireno. En contraste, la media de produccion de biopelicula de los 44
aislados analizados de C. tropicalis fue superior al de C. albicans. Esto explicaria la
recidivas en tres pacientes con hasta 3 aislados y en un paciente con 4 cultivos positivos
consecutivos para dicha especie. Aunque los valores registrados de las cepas aisladas
en los cuatro casos no fueron superiores a los observados de las cepas de C. albicans.
La explicacion de la elevada frecuencia de aislados de C. tropicalis provenientes de la

orina de pacientes sondados internados en la UCI del HNJT, no se deberia a un dnico
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factor de riesgo, sino a una multiplicidad de factores, algunos mencionados

anteriormente y otros aun sin dilucidar.

En 2009, Hasan et al. (88), usaron dos métodos para evidenciar la formacion de
biopelicula en C. glabrata, los mismos concluyeron que no tenia la capacidad de
formarla. Resultados similares fueron observados por Hawser et al. (92). En oposicion,
en 2009 y 2010, Silva et al. (94,95), reportaron que C. glabrata, en comparacién con C.
parapsilosis y C. tropicalis, era capaz de producir mayor nimero de UFC por area y
también mayor adhesion sobre las superficies. Sin embargo, cuando cuantificaban la
actividad metabdlica de la biopelicula los resultados eran opuestos. Mientras que, en
2011, Estivill et al. (43), demostraron que C. glabrata era capaz de producir biopelicula.
En el presente estudio se encontraron datos similares, cuando se analizaron las 10
cepas de C. glabrata recuperadas. Se comprob6 que es capaz de producir y formar
biopelicula. Ademas se observé uniformidad en las valores encontrados, y en general
se registraron concentraciones inferiores en comparacion con otras especies (media
=0,16%0,10). Al igual que lo planteado por Estivill et al. (43), las concentraciones
registradas podrian deberse al hecho que C. glabrata no es capaz de producir

pseudomicelio.

En coincidencia con otros autores, las 4 cepas de C. parapsilosis analizadas produjeron
concentraciones de biopelicula muy superior al resto de las especies y ademas se

observé variabilidad entre las concentraciones encontradas (43, 88, 93).

Hasan et al. (88), observaron que C. krusei es capaz de producir mayor cantidad de

biopelicula en comparacion con C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata. Sin embargo,

tal afirmacion no pudo comprobarse. En su lugar, se detectaron las mas bajas

concentraciones y aunque su hallazgo en orina es infrecuente debe tenerse en cuenta
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esta capacidad, sumada a la propiedad de C. krusei de presentar resistencia intrinseca

al fluconazol, terminan por favorecer fallas en el tratamiento.

Asimismo, tanto las cepas C. famata, como las de C. lusitaniae fueron capaces de
formar biopelicula. La primera mencionada en muy bajas concentraciones y la ultima
con valores superiores a la media de todas las especies, a excepcion de C. parapsilosis.
En base a la bibliografia consultada, se puede afirmar que es el primer reporte de

produccién de biopelicula por dichas especies.

En cinco pacientes se aislaron cultivos mixtos de mas de 2 especies de Candida, por lo
que se probd determinar la concentracién de biopelicula realizando una mezcla de
partes iguales de cada especie aislada. En los 4 pacientes en los que se aisld al mismo
tiempo C. tropicalis y C. albicans se evidencidé que todos los valores obtenidos eran
superiores al 75 % de las cepas de C. albicans. Mientras que la mezcla de C. tropicalis
y C. lusitaniae encontradas en un paciente, presenté concentraciones superiores a las
medias de todas las cepas, a excepcion de C. parapsilosis. En ambos casos, podria
existir influencia en los datos obtenidos debido a la presencia de cepas de C. tropicalis
que tuvieron valores altos cuando se las analizé por separado. No obstante, a pesar de

gue estos resultados demuestran lo expresado con anterioridad, es dificil realizar una

real interpretacion de los mismos. Debido a que en este experimento se parte de una

mezcla en partes iguales de cada especie y no de la real concentracion de UFC/mL

presente en la orina, lo cual es no es posible de determinar con las técnicas actuales.

Por ultimo, la formacion de biopelicula por Candida podria explicar la duracién de la
infeccion en los pacientes, quienes tuvieron tres aislados sucesivos, asi como en los
pacientes, con hasta cuatro cultivos positivos. En todos ellos, se aislaron cepas
sensibles al fluconazol. En algunos casos iniciaron tratamiento con fluconazol, mientras
gque a otros les aumentaron la dosis, ya que se encontraban bajo profilaxis con dicho

antifingico. Sin embargo, en estos pacientes el aislamiento de Candida se sostuvo en




Tesis Maestria: Candiduria en una UCI pediatrica. Agentes etiologicos, perfil de sensibilidad y capacidad de formacion de bio-pelicula.
Autor: biog. Christian Alvarez. Afio: 2016

el tiempo y en todos los casos fue necesario modificar el tratamiento antifingico. Lo cual
prodria ser explicado por la poca o nula actividad del fluconazol sobre la biopelicula

formada por Candida.

Varios mecanismos se han propuesto para explicar dicho fenébmeno tales como: la
reorganizacion estructural y funcional de cada célula, los cambios en el metabolismo, la
reduccién en la tasa de crecimiento, la expresién de genes de resistencia, la presencia
de bombas de eflujos en la pared celular, entre otras modificaciones (47-49,51-53). Por
lo tanto, quizas los aislados recuperados en varios cultivos consecutivos y que
presentaban sensibilidad in vitro al fluconazol tendrian resistencia clinica debido a su

capacidad de formar biopelicula.

Sin embargo, no es posible afirmar que la formacion de biopelicula per se sea la Unica
causa de recidivas o falla en el tratamiento de los pacientes estudiados. Evidentemente,
el mantenimiento de la candiduria durante el tiempo es multifactorial. Depende de los

factores de virulencia de la cepa aislada, de la sensibilidad in vitro frente a la droga con

la que se tratara al paciente, de la capacidad de formar biopelicula, de los factores

inherentes del propio individuo infectado y de otros mecanismos aun por dilucidar.

Por ultimo, del total de pacientes sondados en los cuales se habia detectado la
presencia de Candida en orina, en el 32,4 % (n=22) se pudo corroborar que se trataba
de muestras contaminadas por especies de C. parapsilosis, C. albicans y C. tropicalis,
sensibles al fluconazol. Cabe destacar que dichos hallazgos fueron posibles con el
simple hecho de remover la sonda vesical y remplazarla por una nueva. Un dato a tener
en cuenta, es que el nimero de leucocitos observados por campo no superd el valor de
10 en estas muestras, encontrando evidencia de significancia estadistica (p=0.0001).
Las limitaciones en la interpretacion de este resultado, se encuentra condicionada, ya

gue el 65,2 % de los casos de candiduria confirmadas tenian valores similares.
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Por otro lado, es llamativo que en algunas de las cepas de C. parapsilosis y C. albicans,
provenientes de muestras contaminadas, la concentracion de biopeliculas duplicaron el
maximo valor hallado en las mismas especies productoras de candiduria. Esto puede
interpretarse como un hecho fortuito. Aunque, es necesario tenerlos en cuenta, ya que
ponen en manifiesto el extremo cuidado que debe tener el equipo de salud en la
manipulacion de los catéteres urinarios para prevenir la contaminacion horizontal, lo cual

favorece la colonizacién y formacion de biopeliculas por parte de Candida.

Los resultados obtenidos ponen en evidencia la necesidad de corroborar, si los cultivos
positivos se tratan o no de una contaminacion ya que pueden ser mal interpretados por
el equipo médico quien podria iniciar un tratamiento inadecuado, con fluconazol,
generando gastos innecesarios para el sistema sanitario, y al mismo tiempo se
promoveria a la seleccién de especies de C. no-albicans con resistencia intrinseca o
adquirida al fluconazol. Durante el estudio; a excepcion de los pacientes que ya se
encontraban con profilaxis con fluconazol; el cuerpo médico esperé alrededor de 9,2
dias para iniciar tratamiento, equivalente a la suma de la media del tiempo trasncurrido
entre el primer cultivo positivo y una segunda toma de muestra, en este caso 7,7 y el

tiempo de demora del cultivo (48 horas).

Por lo antes expuesto, podemos decir que a pesar de los avances en los conocimientos
sobre la candiduria, como la aparicién de los nuevos antifingicos, igual o mas eficaces

pero menos téxicos que el fluconazol y el mejor manejo de los pacientes no se consigue

disminuir la prevalencia de infeccién de las vias urinarias. Esto es debido posiblemente

al excesivo uso de antibidticos, al aumento de los pacientes pediatricos sondados
inmunosuprimidos, neutropénicos y a las mdultiples manipulaciones que por un lado
prolongan la vida de estos enfermos, pero que por otro lado, aumentan todo tipo de

infecciones oportunistas, como las producidas por levaduras del tipo Candida.
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Por lo tanto, es de gran interés, un mejor conocimiento de los patrones de cambio
clinico-epidemiolégico, un mejor control del uso adecuado y racional de los antibiéticos
y de los métodos diagndsticos y terapéuticos hospitalarios, junto con el desarrollo de
métodos diagndsticos rapidos, que posibiliten una mejora en su diagndéstico precoz de

la candiduria.

Por dltimo, para detectar mejor los cambios, es preciso la monitorizacién de estos
pacientes, asi como estudiar la variaciones epidemioldgicas y microbiologicas, las

resistencias en especial al fluconazol, dentro del hospital o la zona de estudio. De tal

forma podremos mejorar el conocimiento de las candidurias, su diagndstico, control y

prevencion.
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Conclusiones:
I B |

La historia natural de la colonizacion o infeccién del tracto urinario en la poblacion bajo
estudio no pudo ser definida. Sin embargo, en base a los hallazgos se concluye que se
debe realizar vigilancia de los cultivos de orina en aquellos pacientes pediatricos sondados
internados por mas de una semana y bajo tratamiento con antibioticoterapia. Asimismo, el
recuento de leucocitos y/o UFC/mL no es un criterio excluyente de candiduria en estos
pacientes, sino la realizacién de un nuevo cultivo positivo, previo recambio de sonda vesical.
Lo cual permite diferenciar entre contaminacién y evidenciar posibles aislamientos
consecutivos.

C. albicans fue la especie que causo el mayor nimero de ITU. Sin embargo, la suma de los
aislados de C. no-albicans superaron dicho valor, en especial C. tropicalis y C. glabrata y la
coexistencia de mas de una especies no es un hallazgo infrecuente, por lo que es necesario
usar medios cromogénicos.

Los patrones de sensibilidad frente a fluconazol demostraron que la mayoria de las cepas
aisladas eran sensibles por lo que el tratamiento profilactico o empirico con fluconazol es
de eleccion en el HNJT. Aunque no se debe desestimar la posibilidad de aislar especies
con resistencia intrinseca a esta droga tales como C. krusei, 0 que pueden desencadenar
una resistencia adquirida (C. glabrata).

Todos los aislados fueron capaces de producir biopelicula. Lo cual podria explicar la
duracion de la infeccién en los pacientes con aislados sucesivos. Aunque, no se puede
aseverar que la produccion per se sea la Unica causa de recidivas o falla en el tratamiento

de los pacientes estudiados, sino a la multiplicidad de factores.
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