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Resumen

El aumento en la incidencia de infecciones causadas por Candida spp., es una causa importante de
morbilidad y mortalidad. Candida spp es el patégeno fungico mas frecuente en formas invasivas.
Los métodos microbioldgicos son la forma cldsica de identificar Candida spp , estas herramientas
son limitadas (sensibilidad, oportunidad entre otras), para superar estas limitaciones, se han
desarrollado métodos de identificacién moleculares.
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Introduccién
El término Candidiasis hace referencia a Infecciones diversas producidas por levaduras del género
Candida, las manifestaciones clinicas son agudas, subagudas o crdnicas.

Patogenia

Para el desarrollo de la candidiasis son necesarias la adhesion, colonizacion e invasién del hongo
desde la piel o mucosas en la forma endégena y del medio ambiente en la exdgena. La colonizacion
se da por el sobrecrecimiento de las especies de Candida spp en las mucosas y en las superficies
cutaneas. La Candida spp también puede translocarse a través de la barrera intestinal o diseminarse
por via hematdgena. Entre los factores de virulencia, la adherencia y el pleomorfismo son las
caracteristicas mas importantes; las adhesinas, permiten la unién de la célula fungica a los
receptores del hospedero o a materiales pldsticos, como las prétesis y los catéteres , el
pleomorfismo, favorece la evasion de los mecanismos defensivos del hospedero, otros factores de
virulencia son : la produccidén de enzimas de tipo hidrolitico (las mas estudiadas son aspartil
proteinasas, fosfolipasas y esterasas que son favorecedoras de la diseminacion por los tejidos), las
integrinas, la presencia de esteroles de membrana; de manoproteinas y de oligosacdridos con
efectos inhibitorios de macréfagos ademas de la produccion de toxinas con efectos citotoxicos(1) y
la formacién de biopeliculas, las infecciones relacionadas con las biopeliculas de Candida albicans
y la resistencia antifingica posterior se han vuelto mds comunes con el uso cada vez mayor de
dispositivos médicos permanentes. (2)

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar una candidiasis invasora estan; uso de
antibidticos, esteroides, diabetes mellitus, SIDA, depresion de las funciones fagociticas, alteraciones
locales del sistema gastrointestinal, factores iatrogénicos, UCI, catéteres, dispositivos médicos,
extremos de la vida.

Candida spp es el patogeno fungico mas frecuente del torrente sanguineo sin embargo hay
diferencias notables en la virulencia entre las diversas especies de Candida, siendo C. albicans la
especie mas virulenta (3). Para su adecuado diagnédstico se requiere de un elevado nivel de sospecha
y la adecuada valoracién de factores de riesgo, sintomas y signos clinicos, asi como de la presencia



de colonizacién por Candida en otros sitios. (4). La candidiasis invasiva es una infeccién asociada a
la atencién en salud, aunque C. albicans es la especie de aislada con mayor frecuencia en Candidiasis
invasiva , también se detectan cominmente especies de Candida no albicans.

En el paciente hospitalizado, con infeccidn urinaria complicada, sonda urinaria y antibioticoterapia
previa, la Candida spp es un patégeno frecuente, el diagnostico de las infecciones urinarias por
Candida es muy delicado, ya que la presencia de esta en la orina puede ser el primer signo de
infeccidn sistémica . Son un grave problema en el manejo adecuado de los pacientes tanto por la
morbimortalidad, como por la falla terapéutica debida a la resistencia, varios autores han realizado
estudios de las infecciones urinarias encontrando en las candidurias un problema creciente, que
requiere atencion. (5,6)

Diagnéstico

Métodos Microbiolégicos

Caracteristicas de crecimiento

e Estas levaduras crecen en Agar Sabouraud con o sin cicloheximida, a 37 °C después de 48
horas de incubacidn. Sus colonias son cremosas, no pigmentadas y filamentosas. Ademas
pueden producir blastoconidias con pseudohifas, e hifas verdaderas como en C. albicans.

® Caracteristicas de crecimiento en Medios cromogénicos. El uso del medio cromogénico
CHROMAgar Candida permite un diagndstico presuntivo de especie; a partir de una colonia
verde intensa se sospecha la posibilidad de C. albicans.

® Produccion de clamidosporas: en medio agar harina de maiz, agar Wolin-Bevis, agar arroz
o0 agar patata-zanahoria

® Produccion de tubo germinal: El tubo germinal es la extensién filamentosa de una levadura,
esta se produce cuando la levadura se suspende en suero o plasma y se incuba a 352C por
espacio de 2 horas.

® Asimilacién de Carbohidatos: para identificacion de especie: Glucosa, galactosa, maltosa,
sucrosa, D-manitol, sorbitol , L-arabinosa, D-xilosa, D-ribosa, L-sorbosa, L-ramnosa,
celobiosa, lactosa, rafinosa, glicerol, inositol, DL-acido lactico, DL-lactato, gluconato,2-ceto-
gluconato, Nacetilglucosamina, glucosamina.

e Sistemas comerciales: existen varios en el mercado que permiten la identificacién de
especies como el APl ID 32C, API 20C AUX, RapID Yeast Plus, VITEK YBC y VITEK 2, esta
identificacion es fundamental para el diagndstico y la instauracion de un adecuado
tratamiento para el paciente. Zuluaga y colaboradores realizaron estudio comparando
diferentes metodologias usadas para la identificaciéon de Candida spp en Colombia. Los
métodos incluidos fueron: API® 20 C AUX, Vitek® 2 Compact, MALDI TOF (Vitek® MS y
Microflex®) y una prueba molecular, PCR Panfungal y secuenciacion y concluyeron que: Los
métodos evaluados presentaron una alta concordancia en sus resultados, siendo mas alta
para los métodos moleculares y las metodologias basadas en MALDI TOF MS; estas ultimas
son metodologias mas rdpidas, econdmicas y precisas.

e Los hemocultivos son fundamentales en el diagndstico de la Cl. Para optimizar su
rendimiento deben obtenerse dos o tres muestras mediante puncion de via periférica, en
cantidad superior a 20 ml, y ser procesadas por métodos automatizados. el valor predictor
de candidemia de sélo un cultivo positivo es alto y requiere tratamiento. Si el hemocultivo



estd asociado a presencia de catéter venoso central, éste debe ser retirado. La sensibilidad
de los métodos microbioldgicos (hemocultivo automatizado) es baja ,alcanza alrededor de
50 a 60%. Ademas el tiempo de demora entre la toma de la muestra y el aislamiento e
identificacion de la especie de Candida, es de 72 a 96 horas. (4) En la actualidad, el
hemocultivo es la prueba diagndstica esencial a pesar de tener un tiempo de deteccién
prolongado y una baja tasa de sensibilidad. Estudio realizado en 2017 por Gokbolat
encontrd que el tiempo de positividad de los hemocultivos se vio afectado por especies de
Candida, carga fungica y tipo de botella. (8)

Patron de sensibilidad

Los métodos de referencia de microdilucidon en caldo de la CLSI M27-A2 y EUCAST, son
empleados para evaluar perfil de sensibilidad de los aislamientos clinicos de Candida spp a
los agentes antifungicos y el Método de difusién en disco, estandarizado ( documento M-
44-A2, CLSI). Ademads los Métodos comerciales aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA), de Estados Unidos, para medir susceptibilidad antifingica en Candida
son : Sensititre YeastOne colorimetric plate (TREK Diagnostic Systems), Vitek 2 yeast
susceptibility test (bioMerieux, Inc.), Etest (bioMerieux). Los casos en los que se debe
realizar estudio de susceptibilidad en infecciones por Candida : ¢ Aislados de Candida spp
provenientes de sitios estériles, pacientes con infecciones que no responden a terapia o que
presentan infeccion por Candida spp mientras se encuentran en profilaxis o tratamiento
antifdngico. En pacientes con infecciones recurrentes por Candida spp o con antecedentes
de tratamientos prolongados con azélicos.(4)

Candida auris es un patégeno asociado a la atencidn en salud, multiresiste, con altas tasas
de fracaso del tratamiento y mortalidad. Se considera una grave amenaza para la salud
publica mundial, se presentan dificultades en el diagnostico por los métodos convencionales
de laboratorio, incluido el Vitek2 e incluso MALDI-TOF MS (9) Estudio realizado en Bélgica
mostro datos que confirman altas tasas de identificaciones erréneas en el caso de C. aquris
con métodos de identificacion cominmente utilizados (10)

El diagndstico de laboratorio de la candidiasis invasora se basa en la demostracion de la
invasién tisular por Candida spp, el cultivo del hongo en localizaciones corporales
habitualmente estériles y en la deteccion de una serie de marcadores bioldgicos que
incluyen, el manano, el B-1,3-D-glucano que es un antigeno fungico con un tiempo de
respuesta rapido. Chibabhai realizé estudio en South Africa para evaluar la sensibilidad
general del ensayo la cual fue del 79%. La sensibilidad por especie fue del 81% para C.
albicans, 72% para C parapsilosis, 90% para C. glabrata, 71% C. auris y 100% para C. krusei.
Estudio realizado por Guitard y col de la utilidad del Beta D glucan (BDG) en pacientes con
neoplasia hematoldgica concluyo que exhibe una baja sensibilidad en este grupo de
pacientes.(11)

Técnicas moleculares para la identificacion de especies de Candida.

Para justificar un poco laimplementacidn de técnicas moleculares en la identificacién de hongos
involucrados en infeccién en humanos, incluyendo especies del género Candida, podemos partir
de tres verdades fundamentales: i) Los hongos son las formas de vida mas diversas filogenética
y funcionalmente, pues actian como patdégenos de humanos, de animales y de plantes, hacen
parte de la microbiota de humanos y actian como descomponedores. ii) Se estima alrededor



de 1.5 millones de especies, de las cuales sélo 5-10% han sido identificadas. iii) La diversidad
flngica es desconocida y no descrita aun.

Soportados en las afirmaciones anteriores, podemos concluir que aunque los métodos basados
en la morfologia son la forma clasica de identificar especies de hongos, estas herramientas son
limitadas, pues las estructuras reproductivas son producidas inconsistentemente,
(generalemente debemos estimular la esporulacién), lo que no siempre es efectivo, tampoco
suficiente para identificar a nivel de especie el hongo aislado. Adicionalmente, los cultivos
axénicos para determinar la diversidad son altamente selectivos; sélo el 17% de las 70.000
especies descritas han sido cultivados exitosamente.

Para superar las limitaciones impuestas por la morfologia y la capacidad de crecimiento de los
hongos en medios de cultivo, se han desarrollado métodos de identificacién moleculares. Estos
métodos se basan generalmente en la identificacion de regiones gendmicas con secuencias de
ADN conservadas entre clados, géneros o especies. Una vez identificadas estas regiones se
pueden disefar iniciadores que flanquean regiones variables o conservadas, las cuales utiles
para la implementacidn de estrategias basadas en la amplificacién de ADN; estos productos de
amplificacion son empleados para la identificacién directa o para la secuenciacién de esta, lo
gue permite la identificacidn final, inclusive a nivel de especie o variantes.

Las técnicas moleculares son generalmente faciles de usar, rdpidas, automatizadas, tienen alta
sensibilidad y especificidad, son de bajo costo, amigables para el ambiente, mas
rapidas/sensibles/econémicas que las pruebas convencionales, mas seguros para
laboratoristas, pues reducen la necesidad de manipular cultivos de hongos peligrosos. Lo
anterior constituye unvalor agregado en el proceso de identificacidn de especies de importancia
clinica. Existen varias estrategias para la deteccién de diferentes moléculas:

e Parala deteccion de ADN (PCR, PCR-Multiplex, PCR anidada, gPCR, PNA Fish).
e Para la deteccién de ARN (NASBA, 3SR, TMA, qPCR)
e Para la deteccién de proteinas (Western Blot, ELISA) MALDI-TOF MS

Sin embargo, en micologia clinica, la implementacidn estrategias moleculares basadas en PCR, tiene
ciertas limitaciones, pues la estandarizacidén de blancos moleculares es aun insuficiente, ademas es
necesario estandarizar mejor los protocolos de extraccién de material genético o la deteccion del
mismo directamente de las muestras clinicas y finalmente no existe un consenso aun para definir el
tipo de muestra, blanco y la técnica a ser usada. (13)

Las regiones ITS del ADNr pueden ser usadas como blanco para el disefio e implementacién de
pruebas moleculares, pues son regiones divergentes en secuencia y longitud, poseen bajo nivel de
variacion intraespecifica y alto nivel de variacion interespecifica, lo que permite en muchos casos
clasificar hasta nivel de especie el hongo objeto de estudio. Adicionalmente, el ADNr estd presente
en multiples copias, lo que favorece la sensibilidad y mejora el limite de deteccion del
microorganismo presente en la muestra. Se puede considerar la PCR como una Técnica fundamental
para identificacion de regiones especificas que se puden emplear para la identificacién a nivel de
género, especie, aislamientos de Candida. Para muestras con baja carga micética, se emplean
variantes como PCR anidada (Nested PCR), con la cual se aumenta la sensibilidad sin sacrificar
especificidad.



Los hongos, especialmente Candida spp. hacen parte de nuestro ambiente natural, por lo tanto
estamos expuestos constantemente a ellos. Si consideramos que las pruebas moleculares son muy
sensibles (amplifican minimas cantidades de ADN) se puede detectar ADN de pacientes sanos o con
bajas cargas micéticas; por lo tanto se hace necesario diferenciar colonizacién de infeccién activa.
Para esto se emplean métodos moleculares cuantitativos que detectan y cuantifican
concentraciones de ADN en muestras clinicas; ademads permiten monitorear el efecto terapéutico y
posiblemente predecir el curso o resultado de la infeccion. Estos métodos como la PCR en tiempo
real han sido implementados como estrategias para el diagnostico clinico por el laboratorio. Aunque
existen varias herramientas, puede considerarse que hasta el momento la qPCR es la herramienta
mas poderosa para el analisis cuantitativo de acidos nucleicos, pues tiene como ventajas: alta
sensibilidad, adecuada especificidad, es muy reproducible, Se realiza en corto tiempo (en algunos
equipos no mas de 40’), hay poca manipulacién de la muestra y tiene multiples aplicaciones (ensayos
cualitativos, cuantitativos, determinacion de mutaciones, PCR multiple). Sin embargo, en la gPCR se
pueden resaltar varias desventajas: altos costos, errores de manipulacién, es necesario en disefio
de normalizadores y/o controles, Se debe estimar la la cantidad inicial y es una tecnologia
relativamente compleja. (14)

Otra técnica actualmente empleada para la identificacion de especies de Candida, es el MALDI-TOF
(MALDIEMatrix-Assisted Laser Desorption/lonization (Desorcidn/ionizacién laser asistida por
matriz) (TOFRTime of flight? Detector de iones que se acopla al MALDI). Esta tecnologia permite el
analisis de biomoléculas que tienden a hacerse fragiles y a fragmentarse cuando son ionizadas por
métodos convencionales. loniza las moléculas a través de pulsos de |aser y posteriormente separa
las moléculas de acuerdo a la relacidon carga/masa, posteriormente analiza las moléculas y las
compara con una base de datos que permite a partir del perfil generado identificar inclusive a nivel
de género el microorganismo analizado. (15)

La Fluorescence in situ hybridization (FISH) es una técnica citogenética disefiada para detectar y
localizar la presencia/ausencia de secuencias de ADN o ARN especificas en cromosomas. Esta es una
deteccién in situ de microorganismos creciendo activamente en el tejido y puede visualizarse la
ubicacidn precisa de secuencias de ADN o ARN en el citoplasma, organelas, o nucleo de células de
hongos como Candida presentes en materiales bioldgicos. Los pasos basicos para el desarrollo de
esta técnica son: i) Frotis de la preparacion, ii) Hibridacién con las sondas de ADN/ARN, iii) Lavado
que remueve la sonda no unida y finalmente iv) Lectura en la placa en el microscopio de
fluorescencia.

Existen una serie de pruebas comerciales que permiten la identificacidon molecular de diversas
especies de hongos, incluyendo especies del género candida. Se referencian a continuacién:



Esnsayo Método Blanco Tipo de Muestra
Yeast Traffic Light® PNA-FISH 26S rRNA; Candida sp | Sangre
(de hemocultivos
positivos)

Luminex xTAG®fungal | PCR multiplex Mas de 23 hongos LBA, sangre
assay
IBIS Plex-ID fungal | PCR multiplex | Large-subunit rRNA; | LBA, sangre
spectrum assay acoplada con ESI-MS | up to 75 fungi
Seeplex®ACE PCR | PCR multiplex | Candida sp. Sangre
system acoplada con

deteccion por

fluorescencia
RenDxTM  Fungiplex | PCR Multiplex Mas de 50 hongos Sangre
panel
ICEPlex 16- plex fungal | PCR multiplex Multiples hongos Sangre
panel
Prove-itTM sepsis | PCR multiplex | ITS, Candida sp. Sangre
assay acoplada con

microarreglos
T2Candida® Nanoparticulas y | ITS2 Sangre

plataforma de

deteccion de

resonancia magnética

T2

Conclusiones:

Entre los principales retos en el diagnostico de Candida se encuentran: La oportunidad diagnostica,
la Identificacidn correcta de especies no albicans la identificacion de Candida auris y la deteccion de
resistencias de forma confiable, esto mediante pruebas convencionales o la implementacion de
pruebas moleculares que en muchos casos han mostrado ser bastante apropiadas para cumplir con
los retos del diagnostico de esta levadura de importancia clinica.
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