CAPITULO IV

DISCUSION

En el Hospital Universitario Candida se encuentra como uno de los
principales agentes causales de infecciones en las Unidades de Cuidados
Intensivos Adultos y Pediatricos®. Esto representa un gran problema a nivel
hospitalario por varias razones, la morbilidad y mortalidad del paciente se
incrementa hasta en un 40%, los dias de estancia hospitalaria aumentan y por

consiguiente el gasto hospitalario es mayor®.

Las infecciones nosocomiales mas comunes son las del tracto urinario,
las cuales estan asociadas a catéteres. Estas representan alrededor de un
40% del total de las infecciones nosocomiales y en los hospitales de los

Estados Unidos se presentan aproximadamente 1 millén de casos por afio™.

Los pacientes que se incluyeron en el estudio se encontraban intemados
en las salas de cuidados intensivos adultos y post-quinirgicos del Hospital con
mayor riesgo de adquirir una infeccion intrahospitalaria por Candida. La sala de
cuidados intensivos adultos tiene 12 camas donde se reciben pacientes
criticamente enfermos, la mayoria de éstos tienen catéteres, sondas,
respiradores y utilizan pafal pues no tienen control de esfinteres. Estos

pacientes ademas tienen alteracion en el estado de la conciencia, por lo que se
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requiere mayor manipulacion por parte del personal hospitalario. La sala de
cuidados intensivos post-quinirgicos consta de 12 camas, aqui a la mayoria de
los pacientes se les ha realizado cirugia principalmente del craneo, por lo cual
estos pacientes también tienen trastomos de la conciencia y utilizan sondas,
catéteres y respiradores, también existe en ellos una manipulacién importante

en ellos por parte del personal.

De los 149 pacientes que se siguieron en este estudio, 120 (81%) no se
colonizaron de las vias urinarias en un tiempo promedio de 4.6 dias. En el resto
de los 29 pacientes (19%) se presentd colonizacion de las vias urinarias, en un
tiempo promedio de 6.6 dias. Estos datos concuerdan con lo reportado en la
literatura en un estudio realizado en una Unidad de Cuidados Intensivos en
pacientes cateterizados con sonda de Foley, en este estudio se incluyeron un
total de 70 pacientes, el nimero de pacientes que presentaron levaduras en
orina fue de 13 lo cual cormesponde a un 18%. En este mismo estudio un 60%
de los pacientes colonizados fue del sexo femenino y un 40% correspondié al
sexo masculino®, en nuestro estudio el resultado fue de 40% del sexo femenino
y el 60% del sexo masculino. Algunos autores sefialan que debido a la
anatomia de la mujer donde hay mas proximidad del ano con la uretra existe
una mayor probabilidad de colonizarse con levaduras del tracto
gastrointestinal®®*®, sin embargo en nuestro estudio ia proporcién de pacientes
fue mayor en el sexo masculino. Otros autores han reportado haber encontrado

entre un 11 y 25% de levaduras en orina en pacientes con sonda de Foley 4?4,
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En las infecciones por Candida siempre se ha reconocido a Candida
albicans como la principal causante de las mismas‘?, sin embargo en las
ultimas décadas y debido al uso de antibiéticos de amplio espectro, antifingicos
y procedimientos invasivos esto ha cambiado y lentamente otras especies de
Candida han emergido como Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida

parapsilosis entre otras'?.

Existen varios estudios donde se ha investigado la epidemiologia de las
infecciones nosocomiales por levaduras. Estos estudios estan generalmente
enfocados a investigar la susceptibilidad a antifingicos, sin embargo nos da un
panorama general de cual es el comportamiento de las levaduras en
infecciones nosocomiales. Berouane y col*2. realizaron un estudio
epidemiolégico de infecciones por levaduras en un Hospital Universitario, ellos
reportaron que las especies mas cominmente aisladas fueron Candida
albicans, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Candida krusei, Trichosporon spp y Candida lusitanige.

Sin embargo la distribucién de especies ha mostrado ciertas diferencias
dependiendo del pais. En un estudio multicéntrico realizado por Pfaller y col®®,
ellos reportaron que la especie méas frecuentemente aislada en los hemocultivos
era Candida albicans en los Estados Unidos y Canad4, sin embargo ésta se
encontraba en menor proporcién en América del Sur. Candida glabrata fue la

segunda levadura aislada de los hemocultivos en éstos mismos paises, sin
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embargo en América del Sur ésta se presenta en muy baja proporcion. En el
estudio llama la atencién que Candida parapsilosis y Candida tropicalis se
encuentran en una mayor proporcion en América del Sur en comparacion con

Estados Unidos y Canada.

En el afio 2000 Baran y col*. realizaron un estudio de la susceptibilidad
antifingica en levaduras aisladas de la orina. Ellos encontraron que la especie
mas frecuentemente aislada era Candida albicans, seguida de Candida
tropicalis y Candida glabrata. En ofro estudio realizado por Febré y col*’” se
encontrd a Candida albicans en el mayor nimero de aislamientos, seguida por

Candida glabrata, Candida krusei y dos especies de Trichosporon.

En nuestro estudio de 30 aislamientos en orina se obtuvieron 17 (56%)
de Candida tropicalis, 6 (20%) de Candida glabrata, 4 (13%) de Candida
albicans y 1 (3%) de Candida parapsilosis, Trichosporon cutaneum vy
Trichosporon beigelli. Sin embargo no todos los aislamientos corespondieron a
infeccién urinaria, de los casos de Candida tropicalis, el 70 se presentd como
infeccién, mientras que Candida glabrata causd infeccion en el 100% de los
casos, de las cepas de Candida albicans Unicamente se presentd como
infectante en 1 caso de los 4, sin embargo llama la atencion que los dos casos
de Trichosporon se presentaron con cuentas de infeccidbn urinaria. Es

importante recalcar que aunque se encontraron el mismo nimero de levaduras

aisladas de Candida glabrata y Candida albicans, la primera se presentd como
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infeccion en todos los casos, mientras que la segunda solamente en uno.

Con respecto a Trichosporon como causante de infeccidn llama la
atencion que se presente en dos casos de 30 en una poblacién abierta, cuando
muy esporadicamente ha sido reconocido como causante de infeccidn en vias

17, aislaron también dos especies de Trichosporon en la

urinarias. Febré y co
orina, sin embargo ellos mismos refieren que es excepcionalmente raro

encontrar a este microorganismo en el tracto urinario.

Existen factores de riesgo para adquirir infecciones por Candida, los
cuales han sido ampliamente descritos en la literatura. La diabetes mellitus es
una enfermedad que causa inmunosupresion en ésta se presentan defectos de
en los neutréfilos los cuales aunque se encuentran en una cantidad normal
éstos no migran al sitio de infeccion ni son capaces de fagocitar los
microorganismos, por lo cual en este tipo de pacientes la Candida puede
faciimente ser causante de infecciones. Otro factor importante es que la
hiperglicemia en los tejidos es un aporte importante de nutrientes para Candida

y favorece su muitiplicacion*s.

En nuestra serie de 29 pacientes 10 (35%) tenlan diabetes mellitus, de
éstos el (60%) presentd infeccion en las vias urinarias por Candida y un 50%
llegd a estar en cetoacidosis diabética. Todos los pacientes presentaban una

hiperglicemia al momento del ingreso.
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En los pacientes con cirugia principaimente del tracto gastrointestinal se
favorecen las infecciones por Candida debido a que ésta es componente normal
de la flora intestinal, cuando hay pérdida de la continuidad a nivel de éste
érgano es méas probable que pueda proliferar®®. Aunque en nuestro estudio 24
pacientes (83%) presentaban cirugia, esto no parece haber influido en la
colonizaciébn por Candida debido a que éstas no fueron del tracto

gastrointestinal, sino neurocirugias, toracicas o de extremidades.

En los pacientes con enfermedad inmunosupresora como céncer, se
afecta la inmunidad del paciente, con la quimioterapia se eliminan una gran
cantidad de neutrdfilos, los cuales si son funcionales pero se encuentran en
muy poca cantidad*®. En nuestro estudio solo el 14% de nuestros pacientes

tenian algun tipo de cancer 6 recibian medicamentos inmunosupresores.

El uso de antibiéticos es uno de los temas mas interesantes con respecto
a la predisposicién a infecciones por Candida, diversos articulos reportan que el
uso de indiscriminado de los mismos as lo que ha aumentado en gran manera
estas infecciones. Los antibioticos eliminan la flora intestinal bacteriana,
promoviendo esto la proliferacion de Candids, la cual al encontrarse en gran
cantidad en el tracto gastrointestinal es capaz de infectar las vias urinarias por
la proximidad entre el recto y la uretra, esto depende mucho del nimero de
antibiéticos, el tiempo que son utilizados y si son antibibticos de amplio

espactro o no. Wey y col.'? realizaron un estudio de factores de riesgo para
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candidemia, encontrando que la antibioticoterapia era el factor méas importante
para adquinr la infecciéon y que a mayor nimero de antibiéticos que se les
administraban a los pacientes el riesgo para adquirir una infeccién por Candida

era mayor'Z.

Esto concuerda con nuestro estudio ya que todos los pacientes incluidos
estuvieron recibiendo uno o varios antibidticos, de la serie de 29 pacientes, en
los 21 que presentaron infeccion urinaria a 8 (38%) se les administraron
antibidticos de amplio espectro y al resto de espectro intermedio, mientras que

en los 8 colonizados en 4 (50%) se utilizé un esquema de amplio espectro.

El numero de antibidticos que se les administraron a los 8 pacientes que
presentaron colonizacion fue de 1 a 4, mientras que en los pacientes con

infeccion el numero de antibidticos utilizados fue de hasta 6.

Ademas a nivel de infecciones urinarias por Candida existe otro factor
importante que es presencia de sonda urinaria, en estos pacientes y tomando
en cuenta que estan sedados, inconscientes y sin control de esfinteres esta
puede ser el vector por el que la Candida pueda pasar del tracto gastrointestinal

a las vias urinarias®™®. En nuestro estudio todos los pacientes tenian sonda

urinana.



La candiduria es la presencia de levaduras en orina, estas pueden
presentarse como causantes de infeccidn wurinaria 0 solamente como
colonizantes. En infecciones bacterianas se considera que una cuenta superior
a 100,000 unidades formadoras de colonias por miililitro (UFC/mL) es una
infeccién urinaria", sin embargo en infecciones por levaduras esta cuenta ain
no esta bien establecida, algunos autores consideran que una cuenta superior a
10,000 UFC/mL*’ o 100,000 UFC/mL* es suficiente para considerarse una
infeccién urinaria. Este nimero es arbitrario y para fines de nuestro estudio
consideramos la infeccién urinaria con cuentas superiores a 10,000 UFC/mL y
una cuenta inferior a esta como solamente colonizacién. Se presentaron un
fotal de 21 infecciones urinarias y 9 colonizaciones, las cuentas de infeccion
urinaria estan en un rango entre 11,000 a 1 X10® UFC/mL y las de colonizacién
en 1,100 a 8,333 UFC/mL. De las 21 infecciones urinarias, solamente 13 se
presentaron desde el inicio como infeccion mientras que 8 se iniciaron como
colonizacién pero en el transcurso del seguimiento desarrollaron cuentas de
infeccion. Nueve pacientes no desarrollaron infeccidén urinaria permanecieron
como colonizaciébn. No se conoce con exactitud cuales son los factores que
influyen para que algunas levaduras desarrolien colonizacién (nicamente o
progresen a infeccion urinaria, algunos podrian ser la permanencia del paciente
con la sonda®, la cantidad de antibiéticos y si son de amplio espectro'? o algin

factor de riesgo relacionado directamente con el paciente.



Para estudiar el origen de las infecciones nosocomiales y en este caso
particularmente de la candiduria anteriormente se utilizaban métodos los cuales
unicamente se identificaba la especie de levadura, sin embargo se requiere la
realizacién de técnicas de biologia molecular para la comparacion genotipica de

la misma.

Actualmente con los avances en las técnicas de biologia molecular es
posible comparar genotipicamente las especies de levaduras aisladas, esto nos

permite realizar un analisis mas preciso sobre el origen de la infeccién.

La identificacién de levaduras es una actividad muy importante en los
laboratorios clinicos, existen varias técnicas por medio de las cuales podemos
identificar la especie de levadura entre las cuales se encuentran el APl 20 C,
Auxacolor y RaplD*'"#3, En nuestro trabajo utilizamos el APl 20 C por que fue
uno de los primeros productos comerciales estandarizados que se utilizaron en
la identificacion de levaduras y frecuentemente se considera un método de
referencia en comparacion con otros sistemas®. En general todos los sistemas
para identificar levaduras han sido reportados como métodos simples, rapidos y
proveen un medio preciso para la identificacion de levaduras en aislamientos
clinicos? .

Actualmente existen técnicas para comparar genotipicamente las
especies de levaduras aisladas en infecciones nosocomiales, entre estas

técnicas se encuentran: electroforesis en gel por campo pulsado, hibridacién
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con sondas de DNA vy corte con enzimas de restriccion, ribotipificacién,
amplificacion al azar del DNA polimérfico, analisis con enzimas de restriccion y
secuenciacion genotipica entre otras®?. En nuestro estudio utilizamos el
método de amplificacién al azar el cual es muy adecuado comparado con otros
sistemas de genotipificacién, tiene las ventajas de que por ser una amplificacion
al azar no es necesario conocer la parte del genoma que se va a ampilificar, los
iniciadores utilizados son cortos (8-10 pb) ¥ y se ha reportado que es capaz de
detectar mutaciones del genoma en un solo cambio de base segin King y
col.’, ademds es un método sencillo, rapido, no requiere equipo sofisticado y

es econémico?.

Para la extraccion del DNA se propuso inicialmente realizar la técnica del
TSNT®, sin embargo con esta técnica no fue posible extraer el DNA de la
Candida, el principal inconveniente es la gruesa pared que tienen las levaduras,
para resolver este problema se incluyd otra técnica de extraccion previa,
reportada por Bostock y col®', la cual utiliza en un principio la enzima liticasa
para el rompimiento de la pared de la Candida, y asi poder extraer con mas
facilidad el DNA. A esta técnica de extraccion también se le realizaron
modificaciones, ya que con el tiempo de incubacién reportado de la enzima con
la levadura no fue posible la extraccién del DNA, por lo cual se incub6 ésta por
mas tiempo hasta que se observd al microscopio la degradacion total de la
pared es decir la formacion de esferoplastos (células de Candida sin pared), el

tiempo que tard6é esta degradacién fue de 8 horas. Posteriormente ya con la
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pared degradada fue posible realizar la extraccién del DNA con la técnica de
TSNT.

Enseguida se procedié a realizar la técnica de amplificacién al azar,
segln Lehmann y col.*¥ la cual también hubo que estandarizar por que con las
condiciones iniciales no fue posible obtener bandas de amplificacién, por lo cual
fue necesario probar diferentes cantidades de Tag DNA polimerasa, iniciadores

y DNA en base a lo reportado por otros autores.

Lehmann® y col. utilizan 1.25 U de Tag DNA polimerasa para su técnica,
sin embargo, otros autores como Bostock * y Morales*’ utilizan 2.5 U, mientras
que King* y col utilizan 5 U, en base a estos datos decidimos probar las 3

cantidades de Taq DNA polimerasa.

Las cantidades de DNA que fueron probadas en los primeros ensayos
fueron de entre 10 y 100 ng las cuales son sugeridas por varios autores™ 474,
sin embargo debido a que no se obtuvo un buen resultado se decidid probar
cantidades mas grandes de DNA de 250, 500 y 750 ng. Cabe mencionar que
Lehmann y col.¥ utilizan 200 ng de DNA. La concentracion de iniciadores

reportada en los articulos también es muy baja por lo que se decidié probar

concentraciones de 1, 2 y 3 micromolar.

Al momento de estandarizar la técnica observamos que con las

cantidades de Taq polimerasa de 1.25 y 2.5 U hay ausencia de las bandas en
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los carriles con cualquiera de las concentraciones de iniciadores y DNA; al
utilizar 5U aparece la mayor cantidad de bandas. Si bien las 3 cantidades de
DNA funcionan adecuadamente, no se requiri¢ colocar la cantidad mas aita de
DNA, es suficiente la de 250 ng. Con respecto a la concentracién de iniciadores
se puede observar que la mejor es la de 3 um, debido a que se observan mas
bandas. Las mejores condiciones para realizar la amplificacion al azar en
nuestro laboratorio fueron: cantidad de DNA de 250 ng, SU de Taq polimerasa y

concentracién de iniciadores de 3 uM.

Las condiciones del termociclador son similares en todos los articulos de
referencia, y lo mas relevante es que las temperaturas de apareamiento de los
iniciadores con el genoma son bajas (entre 30 y 36°) en comparacion con otras

técnicas de PCR 35374647

Al realizar el commimiento electroforético de los genomas de los pares de
cepas de heces y orina Candida tropicalis con el iniciador RP4-2 se observé
que esta presentaba una gran cantidad de bandas, de 16 a 18 de un tamafio
muy similar, esto dificultd la interpretacion de los resultados ya que todos los
pares de cepas de los diferentes pacientes daban patrones muy parecidos
como si se tratara de la misma cepa aislada de un solo paciente y no como
aislamientos de diferentes pacientes. Debido a esto se disefi6 otro experimento
en el cual se le aumenté Ia temperatura de apareamiento a 45°C, al aumentar la

temperatura el iniciador se une menos al genoma y esto da como consecuencia
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que halla menos amplificacion y se disminuya el nimero de bandas para poder
observar diferencias enfre las cepas de los diferentes pacientes y al mismo
tiempo aumentar el poder discriminatorio del método, para tomar la decision de
si la cepa urinaria es igual a la de heces o diferente. Esto nos fue de mucha
utilidad por que pudimos diferenciar con mayor facilidad las cepas iguales y las
que eran diferentes, y se logré diferenciar los patrones de bandas entre las
cepas de un paciente y otro. Ademas se realiz6 otro experimento con mezclas
de iniciadores, con lo cual se pudo identificar perfectamente las cepas de heces

y orina iguales y las discordantes.

En las especies de Candida glabrata, Candida albicans y Candida
parapsilosis no se presenté este problema por que al momento de analizar los
resultados podemos observar que los patrones entre un paciente y otro son
diferentes en la cantidad de bandas. Los patrones genéticos de la cepa de

heces y orina concordaban lo que nos indica que es la misma cepa.

En las cepas de Trichosporon es importante mencionar dos cosas la
primera es que se logré extraer el DNA con la misma técnica que las cepas de
Candida, aunque Trichosporon es un hongo diferente en cuanto a sus
caracteristicas microbiolégicas’. Aunque en el articulo la técnica de RAPD no
estd reportada para Trichosporon, nosotros pensamos que debido a las
caracteristicas de la misma es posible aplicaria en esta levadura. Como ya se

ha planteado los iniciadores que se utilizan son cortos y pueden aparearse en
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cualquier parte del genoma donde encuentren su secuencia complementaria,
por lo tanto esto nos dara como resuitado las bandas para la diferenciacién de

las cepas.

Se ha reportado que la técnica de RAPD tiene problemas en cuanto a su
reproducibilidadz". en base a esto nosotros realizamos un andlisis de
reproducibilidad del método para obtener cual era la variacion del mismo en los
diferentes experimentos, se encontré que habia un coeficiente de variacién muy
amplio cuando se realizaban experimentos en diferente fecha, lo ¢ual pudiera
deberse a que las condiciones al correr el ensayo no son iguales, por ejemplo
hay cambios en cuanto al grosor del gel, cambios en ¢l corrimiento, etc, por lo
cual el coeficiente de variacion es alto, sin embargo este coeficiente disminuyé
al momento en que se realizaban los ensayos el mismo dia bajo las mismas
condiciones por lo cual se obtuvo una buena reproducibilidad. Un dato
importante es que la cantidad de bandas obtenidas en los diferentes

experimentos de reproducibilidad fue igual.

En el caso de infecciones urinarias por Candida siempre se ha
considerado que su fuente de infeccidn directa es el tracto gastrointestinal casi
en el 100% de los casos, sin embargo se debe considerar el fipo de paciente
que se esta tratando, cuando los pacientes estan con sonda y tienen alteracion
del estado de la conciencia es muy importante la manipulacion de la sonda por

el personal hospitalario. En nuestro estudio es de llamar la atencion que 1 de
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cada 5 pacientes del total evaluado adquirieron una colonizacién en vias
urinarias por Candida, esto represente una frecuencia elevada (19%). Esta
colonizacion se desarrolla muy tempranamente en pacientes con sonda
urinaria, ya que del grupo fotal de 189, pacientes 33 {19%) no pudieron ingresar
debido a que ya se encontraban colonizados en las primeras 24 horas de
estancia hospitalaria. En nuestro estudio se encontré una concordancia
fenotipica del 86%, sin embargo fue muy importante el analisis genotipico por
que esta concordancia se redujo a un 80%. No es una sorpresa que el 80% de
las levaduras se adquirieran por el origen endégeno, pero de acuerdo a lo
reportado en la literatura éste numero deberia haber sido mas alto. Es de
llamar la atencion que el otro 20% es decir 1 de cada 5 pacientes adquirieron la
colonizacién o infeccion por una fuente de origen exégeno. Esto nos orienta a
que se debe tener mas control en cuanto a las medidas preventivas del origen
exdgeno, tales como no manipular la sonda innecesariamente, la utilizacion de
guantes o un simple lavado de manos entre la atencion a un paciente y otro.

Las medidas preventivas para el origen endégeno pudieran estar enfocadas a

utilizar de manera adecuada los antibiéticos.

La relevancia del presente frabajo radica en que son muy pocos los
estudios realizados en nuestro hospital enfocados a infecciones nosocomiales.
En este estudio se obtuvieron datos muy interesantes. En cuanto a las
especies de levaduras, cuales son mas frecuentemente aisladas en orina, si se

presentaban como una infeccién urinaria 0 solamente como colonizacion,
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cuales especies son mas infectantes y cuales son colonizantes. En cuanto a
los métodos para identificacién, es importante recalcar que el andlisis
genctipico nos da un resultado mas fino para definir el origen, lo cual como ya
se comentd fue muy importante para definir el origen exégeno. En cuanto a los
pacientes los factores de riesgo que se presentaron mas frecuentemente. Se
obtuvo un origen endégeno del 80%, esto puede dar pie a llevar otros estudios
en este tipo de pacientes enfocados a dar un tratamiento profilactico con

fluconazol o nistatina, evaluando la respuesta costo-beneficio.
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CAPITULO Y

CONCLUSIONES

1.- En nuestra serie de 29 pacientes, la frecuencia de colonizacién urinaria por

levaduras en pacientes con sonda urinaria fue de 19%.

2.- De las 30 cepas de levaduras recuperadas predomind Candida tropicalis,
Candida glabrata, y Candida albicans de acuerdo a lo reportado con la

literatura.

3.- Los aislamientos de Candida tropicalis y Candida glabrata cormelacionaron
mas frecuentemente con infeccién en las vias urinarias, Candida albicans solo
infectd en un 25% de los casos, en Trichosporon y aunque no se ha reportado
con causante de infeccion en vias urinarias en nuestra serie fue infectante en

dos casos.

4.- La correlacién entre las especies de levaduras colonizantes en orina fue de
86%, la comparacién genotipica de los pares de levaduras en heces y orina
descart6 dos pares que habian concordado por especie lo que redujo la

correlacién de los pares a 80%.
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APENDICE A



FORMA DE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL PROYECTO:

ESTUDIO DEL ORIGEN ENDOGENO DE LA CANDIDURIA EN PACIENTES
CON SONDA URINARIA

Fecha: / /

A QUIEN CORRESPONDA

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en este proyecto de investigacion
que se realiza en el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la U AN.L. cuyo
objetivo es profundizar en el conocimiento de los posibles mecanismos implicados en
el desarrollo de las infecciones urinarias por el hongo llamado Candida que pueden
ocurrir en pacientes con sonda urinaria.

Entiendo que mi participacién consistird Gnicamente en proporcionar o0 permitir que se
obtengan muestras de heces y orina diariamente durante mi internamiento lo cual no
representa riesgo alguno para mi salud.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener
informacién sobre la investigacién en cualquier momento del desarrollo de esta.
Ademds entiendo que estoy en libertad de retirarme en el momento que desee y si
tomara esta decision no me afectard en futuros tratamientos que requiera en el Hospital
Universitario.

Entiendo que la informacién obtenida de la investigacién ser4 manejada en forma
confidencial y que en ningin momento se violard mi privacidad.

Firma Firma
Paciente Testigo
Nombre: Nombre:
Direccidn; Direccidn:
Investigador:

Nombre:
Direccion:




Nombre;

HOJA DE CAPTURA

No.:.[ ]
Registro: { -] Edad: [ ] Sexo.[ M [ ]F
Fecha: [dd/mm/aa] [ 1/ I ]
Fecha de ingreso al Hospital: [ |/ I ]
Fecha de ingreso a UCI: [ 1 I ]
Fecha de colocacion de la S. urinaria: { 7 I ]
Cadigo
Diagnésticos: [ ] [ 1]
[ 1] [ 1]
Diabetes mellitus: No[ ]Si[ ]
Neoplasias No[ 1Si[ ] Cual: [ ]
Enf. Inmunosupresora No[ ]SIi[ ]] Cudl: [ )
1.- Linfoma, 2.- Lupus; 3.- Otras
enf. autoinmunes, 4.- Inf por VIH.
Cirugias: No[ ]Si[ ] Fecha:[ / I ] Cirugia: [ ]
Fecha. [ [/ [/ ] Cirugia: [ ]
Fecha: [ / [/ ] Cirugia: [ 1
Antibiéticos: No[ ]Si[ ] Cual: [ 1]
[ 1] [ ] [ ]
Inmunosupresores. No[ ]Si[ | Cual I 1]
[ 1] { 1]
Diarrea:No[ ] Si[ ] Fecha:[ / [/ ] Causa: [ 1
Fecha de egreso de UCH: [ ¢ / ] Sala: [ 1
Fecha de egreso del estudio: [ / I ] Motivo: [ 1
Evento: Fecha: Atribuible a:
a. S I ] [ ]
b. [ / I ] [ ]
C. [ / I ] [ ]
d. [ 1 / [ 1
1.IVU’s, 2. Diarrea, 3. Dermatitis, 4. Estomatitis, 5. Neumnonia, 6. Inf. SNC, 7. Bacteremia/Sepsis, 8.
Muerte.
Fecha de egreso del hospital: [ / ! 1 Motivo: [ 1
Observaciones:
Situacion final: [ 1]
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APENDICE B



Tabla I.- Pruebas Biol6gicas del género Candida

+ Positivo

- Negativo

+ Casi siempre positivo




Tabla Il.- Caracteristicas fisiol6gicas del género Candida

AUXONOGRAMA

+ Positivo - Negativo + Casi siempre positivo
V Variable



Tabla lIl.- Caracteristicas fisiolégicas del género Candida

Caslaioideg_ . e

Cdida uﬂennonﬁ e

Candida glabrata

ZIMOGRAMA

+ Positivo
V Variable
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APENDICE C



COMPOSICION Y PREPARACION DE SOLUCIONES
Se utilizé agua bidestilada y desionizada en la preparacién de todas las

soluciones.

-Tubos para fermentacién de carbohidratos

Caldo infusién de cerebro corazén

Azul de bromotimol al 1%

Solucién de carbohidratos al 10% (glucosa, sacarosa, lactosa y galactosa)

Solucion de carbohidratos de 5% (maltosa)

Preparacién de la solucién de azul de bromotimol al 1%:

Se disolvié 1 g de azul de bromotimol en 20 mL de una solucion de
NaOH 1N, se aifadieron 80 mL de agua y se aimacendé en obscuridad a
temperatura ambiente

Preparacién del medio basico:

Se disolvieron 25 g de infusién cerebro corazén en 1,000 mL de agua y
se afiadieron 3 mL de solucién de azul de bromotimol al 1%, se ajusté el pH a
7.2-7.3 a temperatura ambiente, se colocaron 9 mL en tubos con campana

Durham invertida, se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 Ibs. por 15 min.

Preparacion de la solucién de carbohidratos:
Se suspendieron 10 g de cada carbohidrato, excepto la maitosa de la
cual se pesaron 5 g y se disolvieron todos en 100 mL de agua. Se esterilizaron

por filtracion.



Adicién del carbohidrato al medio béasico:
Se afadié asépticamente 1 mL de cada carbohidrato al medio basico,
glucosa, galactosa, lactosa y sacarosa, obteniéndose una concentracién final de

1%, excepto en matiosa la cual es de 0.5 %.

-Tubos para asimilacién de carbohidratos
Medio base de nitrdgeno para levadura
Solucién de carbohidratos al 2.5% (glucosa, maitosa, sacarosa, galactosa,

lactosa, rafinosa, inositol, xilosa, trealosa)

Preparacién del medio base nitrégeno para levadura:
Se suspendieron 3.35 g de base de nitrégeno para levadura en 400 mL
de agua, se mezcld hasta disolucién y se esterilizd por autoclave a 121°C, 15

Ibs. por 15 min., se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

Preparacion de la solucién de carbohidratos:

Se pesaron 2.5 g del carbohidrato y se ailadieron 100 mL de agua. Se

esterilizd por filtracién.

Adicién del carbohidrato al medio base nitrégeno para levaduras:

Se ariadieron 100 mL de la solucion del carbohidrato a los 400 mlL del
medio base nitrégeno de levadura. La concentracion final del carbohidrato es

0.5%. Se dispensaron asépticamente 2 mL en tubos con tapén de rosca.



-Amortiguador TAE 50X
Se pesaron 242 g de tris base y se disolvieron en 600 mL de agua, se le
agregaron 57.1 mL de écido acético glacial y 100 mL de EDTA 0.5 M, pH 8, se

aforé a 1 L y se esterilizé en autoctave a 121°C, 15 libs. por 15 min.

-Amortiguador TAE 1X

Se mezclaron 20 mL de la solucién TAE 50X con 980 mL de agua.

-Acido etilendiaminotetracético disddico dihidratado (EDTA) 0.5 M

Se pesaron 186.1 g de EDTA y se disolvieron en 800 mL de agua, se
mezcld vigorosamente con una barra magnética y se ajusté el pH a 8 con
NaOH, se aforé a 1 L, se esteriliz6 la solucién en autoclave a 121°C, 15 Ibs. por

15 min,

-Amortiguador TE
Se disolvieron 1.2 g de trizma-base y 37 mg de EDTA en 1 L de agua, se

ajustd el pH a 8.3 con HCL 1N

-Solucion de SDS al 10%

Se pesaron 10 g de SDS y se disolvieron en 100 mL de agua.



-Colorante de referencia (6X)
3 mL de glicerol al 100%

0.6 mL de SDS al 10%
0.12mL de EDTAO.SM

10 mg de xilencianol

10 mg de azul de bromofenol

Se mezclaron estos componentes en 5 mL de agua y se llevaron a 10 mL

finales, se almacenaron a 4°C.

-Etanol al 70%

Se mezclaron 70 mL de etanol al 100% con 30 mL de agua.

-Sevag (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1)

Se mezclaron 40 mL de alcohol isoamilico y 960 mL de cloroformo.

-Solucién amortiguadora de lisis (TSNT)

Se pesaron 0.585 g de NaCl, 0.121 g de tris, 1 g de SDS y 0.375 g de
EDTA, se disolvieron en 80 mL de agua, se agregaron 2 mL de triton X-100, se

ajustd el pH a 8 con &cido clorhidrico concentrado y se afor6 a 100 mL. Se
esterilizo en autoclave 121°C, 15 libs. por 15 min.

-Solucién de penicilina y estreptomicina

Se disolvid una ampolleta de estreptomicina de 1 g en 12.5 mL de agua.

De esta solucién se tomaron 10 mL para disolver una ampolleta de penicilina de



800,000 unidades. Por cada 40 mL del medio se agregé 200 uL de la solucién

patrén.

-Amortiguador SE (1.2 M de sorbitol- 0.1 M EDTA)

Se pesaron 21.8 g de sorbitol y 3.77 g de EDTA, se disolvieron en 100

mL de agua.

-Solucién de Liticasa

Se disolvieron 8.5 mg en 5 mL de agua destilada.

-Solucién de Sorbitol 1 M
Se pesaron 182.2 g y se disolvieron en 1,000 mL de agua, se esterilizd

por filtracién.

-Agarosa al 2%

Se pesaron 2 g de agarosa y se disolvieron en 100 mL de amortiguador
TE 1X
-Agarosa al 0.8 %

Se pesaron 0.8 g de agarosa y se disolvieron en 100 mL de amortiguador
TE 1X



COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

-Agar dextrosa Saboureaud (Dibico)
Agar 15 g
Dextrosa 40 g
Peptona de came 5 g
Peptonas de caseina 5 g
Se disolvieron 65 g del polvo en 1,000 mL de agua y se esterilizaron en
autoclave a 121°C y 15 libras por 15 minutos. Una vez que el medio se enfri,
se le agrego la solucion de antibiéticos de penicilina y estreptomicina (200 pL

por cada 40 mL de medio).

-Medio de Oxgall (Difco)
Se pes6 1 g de medio de Oxgall y 2 g de agar bacteriolégico, se
disolvieron en 100 mL de agua, se esterilzd en autoclave a 121°C, 15 Ibs. por

15 min.

-Agar para la seleccion de hongos patégenos (Bioxon)

Peptona de soya 10g
Dextrosa 109
Agar 15.5g
Cicloheximida 04g

Cloranfenicol 0.05¢g



Se pesaron 36 g del polvo y se disolvieron en 1000 mL de agua, se

esterilizd en autoclave a 121°C, 15 Ibs. por 15 min.

-Caldo dextrosa Saboureaud
Bacto neopeptona 109
Bacto dextrosa 20g

Se pesaron 30 g del polvo y se disolvieron en 1000 mL de agua, se
esterilizaron a 121°C y 15 Ibs. por 15 min. Una vez que el medio se enfrié se le
agregd la solucidn de antibidticos de penicilina y estreptomicina (200 pL por

cada 40 mL de caldo).



APENDICED



EXTRACCION DE DNA POR LA TECNICA DE ANN BOSTOCK.
1) incubar la levadura por 12 horas en caldo glucosado al 2%.

2) Separar por centrifugacion el paquete celular y lavario con 1 ml de
sorbitol 1 M.

3) El paquete celular se incuba por 40 minutos a 37°C en 1 mL de buffer
SE (1.2 M sorbitol, 0.1 M EDTA pH 7.5) el cual contiene 1 ul de 2
mercaptoetanol y 0.3 mg de la enzima litica de levadura (Zymolyase 100
T, ICN Biochemicals).

4) El paquete con esferoplastos se separa por centrifugacién (2,500 rpm por
5 min.) y se lava con buffer SE, para posteriormente resuspenderse en
0.5 mL de una solucién 0.15 M de NaCl 0.1 M EDTA pH 7.5.

5) Los esferoplastos se lisan con Proteinasa K a una concentracion final de
400 png/mL y SDS 1%.

6) Se affaden 20 ul de una solucion stock de RNAasa la cual esta a una
concentracion de 20 mg/mL, posteriormente se incuba a 55°C por 30
minutos.

7} El sobrenadante se separa por centrifugacion y se le realizan dos
extracciones con una solucién de fenol/cloroformo y una con cloroformo.

8) El DNA se precipita con 2-propanol y posteriormente se disuelve en 50
ul de buffer TE (10mM-Tris, 0.1 mM-EDTA pH 8)



EXTRACCION DEL DNA POR LA TECNICA DE TSNT
1) Colocar 1.5 mL del cultivo de levadura en un tubo eppendorf.

2) Centirfugar por 5 minutos a 4,500 rpm para separar e paquete
celular.

3) Separar el paquete celular con una micropipeta.

4) Afadir al paquete celular 200 ul de solucibn amortiguadora de lisis
TSNT, mezclar perfectamente por inversion.

5) Agregar 500 ul de fenol saturado. Mezclar perfectamente por
inversion.

6) Agregar 100 ul de Sevar, agitar en vortex § minutos.

7) Afadir 200 wl de TE 1X. Mezclar.

8) Centrifugar 8 minutos a 14,000 rpm. Transferir la fase acuosa a ofro
tubo eppendorf de 1.5 mL.

9) Precipitar el DNA agregando 1ml de etanol 100%. Mezclar lentamente
por inversion hasta observar la precipitacion del DNA en forma de una
hebra bfanca.

10) Decantar el sobrenadante teniendo cuidado de que no se desprenda
la pastilla de DNA.

11) Lavar con 500-1,000 ulL de etanol al 70% mezclar. Centrifugar 8
minutos a 14,000 rpm, decantar. Secar por 5-10 minutos a
temperatura ambiente.

12) Resuspender en 20-50 ul de TE 1X y almacenar a 4°C para
posteriormente determinar concentracibn y calidad de la
concentracion.



APENDICE E



CALCULO DEL PROMEDIO, LA DESVIACION ESTANDAR
COEFICIENTE DE VARIACION EN LA VARIABILIDAD INTERENSAYO <l

Se calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién en
los geles de los 3 experimentos realizados en diferente fecha.

Tabla | Calculo del coeficiente de variacion en porciento del carril 1 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

. GEL1 ' GEL2 i

1200 12731 4738 08255 44205 45

18267 17047 6110  13808. 1 66944

a4\ 1255 27703 99442 153809 155
s 243? 19377 79409 9906.0
3715 3738 12106 65196 48377 74

Tabla Il Calculo del coeficiente de variacion en prociento del carril 2 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

= _;01_7_-1: 34874 12127 290589 149006

o S0iSas 9557 8752 25163 138249 S ooMs 7
‘B gape | 5Bs2 17556 « 99045 66300 67

3955 4185 23641 105939 11300.1

B10 a0o7 3265 10733 56981 43613




Tabla Il Célculo dgl coeficiente de variacion en porciento del carril 3 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

GEL1  GEL3

B1 10562 6953 4510 73418

B 10915 9219 5101 84119 29898

-—---—_
1034 288 mEs . ;
----——_
3 1279 o539 I5TEO . 112181

3296 204-8‘5 88697 10061 T N

Tabla VI Calculo del coeficiente de variacion en porciento del carril 4 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

0 pE gy GELD
Bt 20857 18036 4274 145801 89695 61
30225 27330 11821 231252 98963 43
B 391 13064 8264
5224 20231 95077 93486

4370 18744 10359.1 74805




Tabla V Célculo del coeficiente de variacién en porciento del carril 5 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

TEAREE T I e e
_----—-
- INT IN2 IN3 PROM  DE  CV(%)
. 49442 41687 14186 351049 185269
_------
BS 12768 12144 11558 121559
3678 2255 10273 54022 42778 19
s 1860 3491 22803 93845 116490 124

B10 2655 9586 3909 53835 36933

Tabla VI Calculo del coeficiente de variacién en porciento del carril 6 de los 3
geles realizados en fechas diferentes.

prmmeR YOS TBiY | PROM | DE CV (%)

B2 20445 14388 14964 172658 44945 26
3484 8652 53282 28846

. BB Cigas i qaT 14727 55663 79350 143
. 1506 1048 10968 45075 56000 1

Sei0 T 7490 63 Tess a8 1063 96




