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Resumen

El género Candida esta implicado en varios procesos patoldégicos en infecciones intrahospitalarias. El desarrollo
de métodos diagnosticos hace posible el aislamiento, identificacién y monitoreo del género Candida. El propdsito
de este estudio fue describir un brote de candidiasis en la Unidad del Recién Nacido por medio de métodos
microbiolégicos y moleculares.

METODOS. Tres casos clinicos fueron descritos por medio de estudios micolégicos y moleculares con el fin de
identificar microorganismos y obtener el diagndstico correcto de las levaduras obtenidas de hemocultivos.

RESULTADOS. Las cepas de Candida albicans fueron identificadas de manera fenotipica y genotipica. Evaluamos los
tres casos clinicos e identificamos los factores de riesgo asociados al brote.

CONCLUSION. Los factores de riesgo de transmision fueron el uso de antibacterianos de amplio espectro y el uso
de catéteres intravenosos.
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Abstract

The genus Candida is involved in different pathological processes in intrahospitalary infections. Development of
diagnostic methods has made possible isolation, identification and monitoring of genus Candida. The purpose of
this study was to describe a Candida albicans outbreak at the Newborn Unit.

METHODS. Three clinical cases were described by a mycological and molecular study in order to identify the mi-
croorganism and obtain a correct diagnosis of the yeast isolated from blood culture.

RESULTS. The Candida albicans were phenotypically and genotypically identified. We evaluated the clinical cases
and identified the risk factors associated to the outbreak.

CONCLUSION. The risk factors of transmission were use of broad spectrum antibacterial agents and use of intrave-
nous catheters.
Key words: Candida albicans, pediatrics, outbreak.

ANALISIS DE UN BROTE DE CANDIDA ALBICANS

Introduccion

El género Candida esté relacionado con varios procesos
patolégicos e infecciones nosocomiales.'? Candida spp.
se encuentra en la microbiota normal de la piel, mucosas,
tracto digestivo y sistema genitourinario.® El hospedero y
las levaduras se encuentran en equilibrio, que puede ser

facilmente alterado por varios factores, incluyendo defi-
ciencias en el sistema inmune del hospedero, el deterioro
de las barreras naturales, la virulencia del hongo y la admi-
nistracion de antibidticos que cambian la microflora, asi co-
mo los procedimientos quirdrgicos, como la implantacion
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de catéteres venosos, generando una relacion parasitaria
llamada candidiasis.*

En la Ultima década el diagndstico de Candida spp.
ha tomado importancia debido a su habilidad de invadir
tejido y generar resistencia a antifungicos en hospitales.>®

Con las actualizaciones en métodos diagndsticos,
es posible aislar, identificar y tipificar cepas del género
Candida. Sin embargo los métodos de cultivo no pueden
diferenciar entre especies, este aspecto toma importancia
debido a que algunas especies tienen resistencia intrinseca
a varios antimicoticos como el fluconazol.” La distribucién
del genero Candida ha sido monitoreada en varios paises
de América Latina por reaccién de cadena de la polime-
rasa (PCR) y métodos convencionales siendo C. albicans
el patdbgeno més frecuentemente aislado; sin embargo la
incidencia de las especies de Candida como C. glabrata y
C. tropicalis se ha incremetado.®®

Por lo tanto su determinacién especifica es necesa-
ria para establecer la terapia antimicética adecuada.

En México C. albicans es aislada frecuentemente
en un alto porcentaje en comparacién con las especies
no albicans de Candida.'®"" El objetivo de este estudio fue
describir un brote de candidiasis en la unidad neonatal del
Hospital Civil Fray Antonio Alcalde en los meses de marzo
y abril del 2010, y evaluarlo mediante técnicas microbiold-
gicas y moleculares e identificar factores de riesgo.

Material Y Métodos

Descripcién de los casos

Caso 1. Paciente pediatrico de sexo masculino
admitido el 15 de marzo del 2010. Nacié por parto con un
peso de 1100 gramos y con una edad gestacional (EG) de
36 semanas, la puntuacién Apgar fue de 3 sobre 5 en 1
minuto y 5 minutos. Requirié durante 46 dias ventilacién
mecanica artificial (VMA), catéter venoso central (CVC) y
nutricion parenteral (NPTC). Recibié tratamiento antibidtico
(meropenen, vancomicina, ciprofloxacina y linezolid). En
el décimo séptimo dia de hospitalizacion se le practicéd
un hemocultivo el cual resulté positivo para C. albicans.
La fungemia duré 20 dias durante los cuales el paciente
desarrolld una infeccién del tracto urinario. Fue tratado
con anfotericina 1 mg por kilogramo durante 24 horas y
fluconazol 6 mg por kilogramo con una dosis de carga de
10 mg por kilogramo durante el primer dia, caspofungina
1.5 mg por kilogramo por 24 horas. El paciente fallecié 91
dias después de su admisién.

Caso 2. Paciente de sexo femenino admitido el 3
de abril del 2010, naci6 por cesarea y tuvo una edad ges-
tacional de 33.3 semanas con un peso de 1270 gramos y
la puntuacién Apgar fue de 4 y 6 al minuto y 5 minutos,
requiri6 CVC y VMA durante 21y 61 dias respectivamente,
el dia 24 requirié NPTC. Recibié tratamiento antibiético de
ciprofloxacina, vancomicina, amikacina y meropenem. En
el dia 12 de admision presentd un hemocultivo positivo
para C. albicans. La fungemia duro 27 dias y durante los
que recibié anfotericina 1 mg por kilogramo cada 24 horas,
y fluconazol 6 mg por kilogramo cada 24 horas con una
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dosis de carga de 10 mg por kilogramo durante el primer
dia, caspofungina 1.5 mg por kilogramo cada 24 horas. La
paciente fallecio el 14 de junio del 2010.

Caso 3. Paciente del sexo femenino admitido el
21 de abril del 2010. La paciente nacid por parto, a término,
con un peso de 3800 gramos, puntuacion Apgar 3y b al
minuto y b minutos, después de tres dias fue sometida a
CVC, nueve dias después requirio VMA y NPTC.

El tratamiento terapéutico fue meropenem y vanco-
micina y 4 dias después dio positivo su hemocultivo a C.
albicans. Se le administré anfotericina 1 mg por kilogramo
cada 24 horas y fluconazol 6 mg por kilogramo cada 24
horas con una dosis de carga de 10 mg por kilogramo en
el primer dia, caspofungina 1.5 mg por kilogramo cada 24
horas. La paciente fue dada de alta el 2 de julio del 2010.

Estudio micoldgico

Las levaduras aisladas fueron identificadas mediante el
medio CHROMagar Candida“® (Paris, Francia). Todas las
placas fueron incubadas durante 24-96 horas a 37 °C ba-
jo condiciones aerdbicas. Las propiedades metabdlicas
fueron evaluadas mediante el sistema API-Candida-20C
identification kit (bioMerieux SA, Marcy I'Etoile, Francia)
y fueron comparados con una cepa de C. albicans (ATTC
36801) como control positivo.

Extraccion de ADN

El método basado en liticasa fue usado para extraer ADN y
se basé en el protocolo previo de Fujita y colaboradores.'
Las levaduras aisladas fueron cultivadas en agar Sabou-
raud durante 24 a 48 horas a 35 °C. Las colonias aisladas
fueron incubadas en 1 ml de Tris-EDTA (TE) ajustado a un
estdndar McFarland de 0.5. Después de centrifugacién
(5,000Xg 3 minutos) en un tubo de microfuga, los sedi-
mentos fueron resuspendidos en 0.1 ml de sorbitol y ED-
TA (1M-1M pH 7.5) conteniendo 5 ul de B-mercaptoetanol
y 1 mg de liticasa (Sigma Cemicl Co, ST Louis Mo.) La
mezcla fue incubada por 15 minutos a 37 °C. Finalmente,
se le adicioné a las mezcla 5 ul de solucién de proteinasa
K (20 mg/ml), y la mezcla fue incubada a 55 °C durante 10
minutos en bafo marfa por 5 minutos.

Reaccién de PCR

Para la identificacién los primers usados fueron los ITS1
(5"-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3'), ITS3 (5'-GCATCGATGA-
AGAACGCAGC-3'), e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
con el fin de identificar la regiones conservadas 18S, 5.8S,
y 28S ADNr de acuerdo con las recomendaciones de tra-
bajos anteriores.’? La amplificacién fue desarrollada a un
volumen de 50 ul.

La amplificacién consistié en una desnaturalizacion
inicial a 94 °C durante 4 minutos a 30 ciclos de desnaturali-
zacion, alineacion en 55 °C por 30 segundos y extensién a 72
°C por 1 minuto y una extension final a 72 °C por 4 minutos.
El sistema Perkin EImer 480 fue usado para esta técnica.

Electroforesis

Los productos de amplificacién junto con el marcador de
peso molecular (GeneRuler 50bp DNA ladder Fermentas®)
fueron corridos en geles de agarosa al 1.5% con un bufer
TBE en un voltaje de 300 mV durante 45 minutos.
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Resultados

Los aislados de los hemocultivos fueron identificados de ma-
nera fenotipica mediante el medio CHROMagar y tinciones
de Gram (Fotografia 1), las propiedades genotipicas fueron
evaluadas por la técnica de PCR; para evitar identificaciones
erréneas la amplificacién de RNA 18S fue comparada con un
control ATTc y otras especies no albicans de Candida como
C. tropicallis y C. parapsilopsis. Se observaron las caracte-
risticas de C. albicans comparada con la cepa ATTC. La am-
plificacién de las regiones ITS1 e ITS2 muestra las bandas
correspondientes a C. albicans (Fotografia 2).

Fotografia 1
Observacion microscopica de un aislado clinico de un
paciente pediatrico, la imagen muestra la estructura
morfolégica tipica de levaduras y pseudohifas.

Fotografia 2
Geles de agarosa mosirando los amplificados de
PCR de las tres C. albicans aisladas del brote: Linea 1,
marcador molecular de 50 pb; Linea 2,3,4, muestran
las lineas aisladas del brote; Linea 5 muestra una
cepa ATTC 90028 de C. albicans para referencia;
Linea 6 muestra una especie no albicans (C. glabrata).

ANALISIS DE UN BROTE DE CANDIDA ALBICANS

Los factores de riesgo asociados con el brote fueron el uso
de antibiéticos de amplio espectro y larga estancia con
CVC. Se realizaron reuniones mensuales con los neonaté-
logos y pediatras para evaluar: la epidemiologia de la flora
bacteriana, analizar problemas vy revisar casos de CVC. Se
cerré de manera temporal el servicio.

Discusion

Candida spp. es una causa de infecciones locales y sis-
témicas. La incidencia de candidemia se ha incrementado
durante varias décadas. La candidemia ocurre usualmente
en un intervalo de 0.5 a 1% de los casos por 1000 pacien-
tes admitidos en el servicio de cuidados intensivos neona-
tales. C. albicans es la especie mas comuinmente aislada
en muestras clinicas y se encuentra entre el 50-70% de los
casos de candidiasis invasiva, seguidos de C. parasilopsis,
C. tropicalis y C. glabrata. La identificacion adecuada es
requerida con el fin de establecer un tratamiento correcto
porque algunas especies no al/bicans han demostrado re-
sistencia intrinseca a algunos agentes antifungicos.”

Algunos factores predisponentes estan implicados
en sepsia neonatal como el uso de agentes antibacteria-
nos de amplio espectro, bajo peso al nacer, nacimiento
prematuro, nutricidon parenteral, pacientes con ventilacién
e intubacion endotraqueal.

La incidencia de candidemia es baja en pacientes
con bajo peso al nacer (< 1500) es reportada en un 3-4%,
con mal prondstico, en el presente estudio dos de los pa-
cientes (caso 1y caso 2) murieron en la unidad del recién
nacido. Uno de los pacientes fue prematuro (caso 2), la pre-
maturidad es un factor de riesgo muy importante debido a
que el sistema inmunolégico estad inmaduro y los linfocitos
Ty neutréfilos son bajos.™

La aplicacién de CVC constituye un procedimiento

invasivo y expone al paciente al ambiente externo; fue
necesario monitorear el catéter asi como la aplicacién de
precauciones de barrera al retirar los catéteres si no son
necesarios.
Después del brote determinamos qué microorganismo
fue aislado en todos los casos del catéter usado para la
aplicacion de NPT, asi que se procedi6 al cierre temporal de
la unidad y a aplicar las medidas de sanidad mencionadas
anteriormente.

La aplicacién de antibidticos de amplio espectro fue
un factor importante en el desarrollo de la fungemia debido
a la eliminacién de la flora normal que competia con las
levaduras.

Frecuentemente el aislamiento del patdégeno no
es necesario para relacionarlo con un brote porque el
aislamiento coincide varias veces, asi que es necesario
identificar un elemento comun para reducir el impacto epi-
demiolégico cuando se remueva. En otros brotes de enfer-
medades se ha relacionado la presencia de intercambio de
objetos, asi como el incumplimiento de las precauciones
basicas en el manejo del bebé y el lavado de manos, lo
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cual por lo general conduce a la transmision horizontal de
patégenos.™

En nuestros pacientes se identificaron microorga-
nismos de la piel que sumados a los catéteres usados en
la aplicacion de NPT fueron probablemente los factores
predisponentes para la septicemia.
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