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RESUMEN

Los hongos son un grupo de microorganismos eucariotas, se pueden clasificar en hongos
levaduriformes y hongos filamentosos, aunque algunos se comportan como ambos bajo
ciertas condiciones. En pacientes inmunocompetentes las infecciones fungicas se
presentan en la mayoria de los casos en piel y mucosas, sin embargo, en pacientes con
factores de riesgo predisponentes se asocian con mayor frecuencia a infecciones
sistémicas, altamente relacionadas con los cuidados sanitarios en los centros
hospitalarios o por la ruptura de las barreras fisicas de defensa como la piel y mucosas.
Estas infecciones generalmente son causadas por levaduras del género Candida spp. En
el ser humano su comportamiento como patdogeno especialmente es de caracter
oportunista.

Recientemente se ha reportado una especie emergente de levadura denominada
Candida auris, causante de infecciones severas con un alto grado de letalidad, tratandose
de una levadura multi-drogo-resistente que ha provocado una alerta a nivel mundial.

El objetivo del presente trabajo fue identificar y caracterizar mediante distintas pruebas
fenotipicas y moleculares a aislados de C. auris a partir de muestras clinicas.

Se analizaron un total de 112 muestras obtenidas a partir de distintos sitios anatdomicos
provenientes de pacientes de 9 centros hospitalarios privados en la ciudad de Puebla
durante enero de 2023 a mayo de 2024, con la finalidad de aislar cepas de Candida spp.
Cada uno de los aislamientos de Candida fue identificado previamente mediante el
sistema semiautomatizado Vitek2 y se seleccionaron los aislamientos que no pudieron
ser identificados por este método por considerarlos como casos presuntivos para C. auris.

Se realizé la caracterizacion fenotipica de cepas de C. auris, mediante ensayos como la
morfologia microscopica y colonial que presenta en distintos medios de cultivo, induccion
de tubo germinal, crecimiento en CHROMagar Candida Plus, formacién de pseudohifas
y la determinacion de la formacion de biopeliculas. También se realizé el perfil de
resistencia para valorar in vitro la susceptibilidad que presentan a distintos antifungicos.

Finalmente se realizé la deteccion molecular mediante PCR de las cepas de C. auris 'y
de los aislamientos de Candida spp.

Esto permitié tener una mejor comprension sobre el comportamiento de esta nueva
especie y aportar informacién que puede ser empleada para el desarrollo de medidas
adecuadas ante un caso sospechoso de C. auris y asi poder prevenir su propagacion.
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1) INTRODUCCION

1.1.Infecciones por hongos
Los hongos son un grupo de microorganismos eucariotas, se pueden clasificar en
levaduras y hongos filamentosos, aunque algunos de ellos se comportan como ambos
en diferentes condiciones. En hospederos inmunocompetentes las infecciones fungicas
se presentan en la mayoria de los casos en piel y mucosas, sin embargo, en pacientes
con factores predisponentes se asocian con mayor frecuencia a infecciones profundas y
sistémicas, las cuales se relacionan con los cuidados sanitarios en los centros
hospitalario y por la ruptura de las barreras fisicas de defensa como la piel y las mucosas.
Estas infecciones generalmente son causadas por hongos del género Candida. Ademas,
algunos otros hongos como Cryptococcus, Histoplasma, Coccidioides y Blastomyces
pueden producir infecciones sistémicas posterior a su inhalacion.
Las levaduras son microorganismos que pueden vivir en diferentes habitats y emplean
diferentes fuentes de energia, siendo la mas importante los carbohidratos. En el humano
su comportamiento patdégeno especialmente es de caracter oportunista (Bonifaz, 2020).
Dentro de los hongos levaduriformes que causan dafio al humano se encuentra el género
Candida spp. siendo el agente etiolégico mas importante y relevante desde el punto de
vista clinico, ya que es el agente causal de la candidiasis, micosis oportunistas, aguda,
subaguda o cronica. Estas infecciones tienen una alta frecuencia en México y a nivel
mundial; infectan a personas de cualquier edad, raza o sexo. Los factores predisponentes
del huésped y los factores de virulencia del microorganismo favorecen el desarrollo de la
infeccion (Mendoza & Mireya, 2005; Cazarez-Nurez et al., 2005).
En los ultimos afnos se ha observado un incremento considerable en el numero de casos
de candidiasis, siendo actualmente Candida albicans el principal agente causal,
aislandose de entre un 60-70% de los cultivos de muestras clinicas.
Recientemente se ha reportado una especie emergente de levadura denominada
Candida auris, esta especie genera infecciones severas con un alto grado de letalidad,
tratandose de una levadura multi-drogo-resistente, la cual ha provocado una alerta a nivel
mundial (Bonifaz, 2020).



1.2.Género Candida
El género Candida comprende cerca de 200 especies, alrededor de 50 son levaduras de

importancia clinica y 8 son las mas frecuentes (Bonifaz, 2020) (Tabla 1). Candida albicans
historicamente se considero la especie mas virulenta del género y sigue siendo el agente
mas comun de causar candidiasis (Spivak & Hanson, 2028). También encontramos
aquellas especies de Candida no-albicans cuya principal caracteristica es la resistencia

intrinseca a ciertos antifungicos como Candida krusei y Candida lusitaniae.

Tabla 1. Clasificaciéon taxonémica del género Candida spp.

Clase Ascomycetes

Subclase Hemyascomycetes

Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Pichia, Hansenula y Arxiozyma (estados telemorfos)

Estado anamorfo se le denomina Candida siendo las especies mas
E ) comunes: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis,
species . - . . . .
Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida dubliniensis y

Candida auris.

Las especies patogenas del género Candida presentan hifas, pseudohifas largas,
ramificadas y blastoconidias a excepcion de C. glabrata (Bonifaz, 2020).

Las levaduras son generalmente unicelulares, sin embargo, pueden presentan
pluricelularidad cuando la levadura forma estructuras como el pseudomicelio, tienen
forma globosa, ovoide, cilindrica, cuadrada o triangular, su tamafo oscila entre 3 ym a 6
Mm. La mayoria son mesofilas, con una temperatura de crecimiento de 20°C a 48°C y
una temperatura optima de 30°C a 37°C.

La mayoria de las especies de Candida forman colonias cremosas, limitadas, planas,
opacas, lisa brillante llegando a ser rugosas de color blanco o blanco-amarillo o en color

rosa palido.



En 2009 en el este de Asia, se identifico una nueva especie de Candida con resistencia
al fluconazol, llamada Candida auris. Actualmente ha sido aislada en los cinco

continentes (Spivak & Hanson, 2018).

1.3. Candida auris
Candida auris es una especie de levadura patégena oportunista perteneciente al género

Candida. Se nombro asi debido a que fue aislada por primera vez del canal auditivo de
un paciente en Japon (Sikora et al., 2023). Presenta resistencia a multiples farmacos
antifungicos, factores ambientales y una alta capacidad de propagacion especialmente
en entornos hospitalarios (Bonifaz, 2020). Analisis de su ADN gendmico demostré que
esta especie esta relacionada filogenéticamente con Candida ruelliae, Candida
haemulonii, Candida duobushaemulonii y C. pseudohaemulonii (Satoh et al., 2009).

C. auris posee diversos mecanismos de virulencia los cuales estan codificados en su
genoma, como la expresion de fosfolipasas, proteinasas, actividades hemoliticas,
adherencia, formacion de biopeliculas, resistencia antifungicos y al estrés ambiental,
siendo estos los mas relevantes en la especie. Sin embargo, el conocimiento sobre la
virulencia de C. auris sigue siendo escaso y se requieren mas estudios para comprender
su comportamiento patogénico (Hernando et al., 2021).

Existen 4 clados genéticos de C. auris, reportados de acuerdo con la informacion
genomica y distintas regiones de los primeros aislamientos, Clado | del sur de Asia, Clado
Il de Asia oriente, Clado Ill de Sudafrica y Clado IV de América del Sur (Du et al., 2020).
Estos 4 clados estan separados por decenas de miles de polimorfismo de nucleétido
unico o SNP, pero dentro de cada uno de los clados, los datos de secuenciacion
determinaron que hay muy pocos SNP, menos de 70 SNP, lo que sugiere que podrian ser
casi clonales (Lockhart et al., 2017; Du et al., 2020). También se ha descrito
recientemente un nuevo clado V correspondiente a Iran el cual esta separado de los otros
cuatro clados por mas de 200,000 SNP (Chow et al., 2018) (Figura 1).
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Figura 1. 5 Clados de C. auris (Du et al., 2020). Arbol filogenético de C. auris generado con el programa
RAXML v7.3.2 utilizando polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). También se incluyen los loci de
apareamiento MTLa para cada clado. CHN, China; COL, Colombia; DEU, Alemania; GBR, Reino Unido;
IND, India; IRN, Iran; JPN, Japén; KOR, Corea del Sur; NLD, Paises Bajos; PAK, Pakistan; RUS, Rusia;

SGP, Singapur; USA, Estados Unidos de América; VEN, Venezuela; ZAF, Sudafrica, describen el pais
donde se aisl6 por primera vez la cepa.

Candida auris posee un genoma de ~12.5Mb con un contenido de G-C de

aproximadamente del 44.5 a 44.8%, con 8358 genes putativos. (Spivak & Hanson, 2018;
Jeffery-Smith et al., 2017).

1.4. Habitat

Hasta hace poco se desconocia el origen de C. auris como un hongo ambiental ya que
no se sabia si contaba con un nicho ecologico (Escanddn, 2022). Varios autores
plantearon distintas hipotesis sobre el origen de esta nueva especie, incluyendo el
calentamiento global, los cambios ambientales y el uso indiscriminado de antifungicos
que generd un fendmeno de presion selectiva en este hongo para evolucionar y generar
resistencia térmica y osmotica. Se ha descrito que la adaptacién térmica es una
caracteristica que ha permitido a las aves transportar a este hongo hacia zonas rurales
donde las aves y el humano estan en contacto frecuente. En cuanto a los aislamientos

de C. auris en ambientes marinos, sobre todo en zonas saladas, se postulé una hipétesis



que planea que antes de su reconocimiento como patdégeno para el humano, Candida
auris existia como un hongo ambiental. Estas hipotesis son respaldadas por el hecho de
que C. auris no crece en condiciones anaerobias y generalmente se aisla de regiones
humedas de la piel, pero no de intestino (Casadevall et al., 2019).

Candida auris se propaga facilmente en ambientes intrahospitalarios, se adhiere a
superficies abidticas y dispositivos médicos, ademas puede resistir la descontaminacién
con compuestos de amonio cuaternario.

Coloniza de forma asintomatica la piel y otras regiones del cuerpo durante tiempos
prolongados, favoreciendo la transmision rapida entre los pacientes y personal sanitario
de hospitales. Puede atravesar la dermis sin provocar signos histopatologicos de
inflamacion, lo que favorece su diseminacidon a tejidos cutaneos mas profundos, esto
podria explicar la reaparicion repentina de C. auris en pacientes que tuvieron cultivos
negativos por hisopados, debido a que este método de toma de muestras no es funcional
para la deteccion de microorganismos fungicos que se encuentran en las capas mas
profundas de la piel (Zhai & Rolling, 2021). La colonizacién por C. auris da como resultado

infecciones invasivas severas en aproximadamente el 10% de los individuos colonizados.

1.5.Epidemiologia

C. auris fue aislada por primera vez en Japon en el aino 2006 de una cepa procedente
del canal auditivo externo de un paciente hospitalizado en un hospital geriatrico de Tokio,
sin embargo, no se identifico como C. auris hasta el afio 2009 mediante el estudio de
secuenciacion del dominio D1/D2 del acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante
(ADNr) 26S y la region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADNr y estudios
bioquimicos los cuales indicaron la identificacion de una nueva especie de Candida.
Posteriormente en el mismo afio se identificaron otros 15 pacientes con otitis media
croénica en Corea del Sur. En 2011 fueron informados los primeros 3 casos de infeccion
del torrente sanguineo causada por Candida auris en Corea del Sur.

Un analisis retrospectivo de los aislamientos de Candida en Corea del Sur demostro que
la cepa mas antigua de C. auris se remonta a 1996 y se aislo a partir de una infeccion del

torrente sanguineo en un nifio. La mayoria de los aislamientos en Corea del Sur



mostraron CMI elevadas de fluconazol, lo que establecid su resistencia a este antifungico
(Spivak & Hanson, 2021).

Tras una década de su primer aislamiento como nuevo patégeno del torrente sanguineo,
se han recuperado de mas de 4000 aislamientos en sangre y otras muestras en varios
paises de todos los continentes. Hasta el 2021, 47 paises han notificado casos de
infecciones por C. auris. segun el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de América. Estos informes provienen de
varios paises, incluidos India, Sudafrica, Kuwait, Malasia, Reino Unido, Pakistan, Kenia,
Noruega, Alemania, Oman, Espafa, Israel, Venezuela, Colombia, Panama, Brasil,
Estados Unidos y Canada (Zhai & Hohl, 2021) (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion mundial de C. auris. (Fuente Centro para el Control y la Prevenciéon de

Enfermedades CDC), en color azul aquellos paises que han notificado reportes de aislamientos de C. auris.

Las infecciones invasivas por C. auris han experimentado cambios drasticos, ya que este
tipo de infecciones esporadicas reportadas en los primeros afios han sido reemplazadas
por brotes nosocomiales que son informados con mayor frecuencia y parecen involucrar
a un mayor numero de pacientes. Algunos estudios han demostrado que una vez que

esta levadura se introduce en los centros hospitalarios, se puede propagar muy



facilmente entre los pacientes vulnerables. Esta nueva especie se ha convertido
rapidamente en un importante patdégeno en infecciones del torrente sanguineo incluso
superando a C. glabrata y C. tropicalis (Ahmad & Alfouzan, 2021).

El primer caso de C. auris en América se reportd en Venezuela en marzo de 2012 y desde
entonces cada vez mas paises se han sumado a esta lista incluyendo a México.

Desde la pandemia por SARS-CoV-2 los distintos sistemas de salud presentaron un
desafio sobrecargandose de pacientes sobre todo en las unidades de cuidados
intensivos. En el segundo semestre de 2020, 7 paises notificaron casos de infeccion por
C. auris, la mayor parte en pacientes con antecedentes de COVID-19 siendo estos: Brasil,
Guatemala, México, Peru, Panama, Colombia y Estados Unidos de América.

Ante esta situacion, la Organizacion Panamericana de la Salud emite una alerta
epidemiologia en febrero de 2021, notificando brotes de Candida auris en servicios de
atencion a la salud en el contexto de la pandemia por COVID-19 (OPS, 2021).

En México C. auris se reportd por primera vez, en mayo de 2020 en una mujer con
endometriosis severa, tres meses después, el mismo hospital notifico un brote de C. auris
asociado con una alta mortalidad en pacientes con diagndstico de COVID-19 grave. La
pandemia por COVID-19 dio como resultado un mayor numero de pacientes con mayor
riesgo de candidiasis invasiva (Ayala et al., 2021).

Actualmente la prevalencia de infecciones causadas por Candida auris continua siendo
desconocida y puede que no se reporten los casos adecuadamente debido a la falta de
métodos diagndsticos precisos y a la identificacion errénea confundiéndola con otras

especies de Candida relacionadas fenotipicamente (Sikora et al., 2023).

1.6.Etiologia y patogenicidad
La candidiasis es un término que se refiere a infecciones causadas por el género Candida

asociadas a diversos sitios anatdmicos como: piel, mucosas y érganos profundos, estas
infecciones ocurren en cualquier rango de edad y usualmente en el contexto de factores
de riesgo. La candidiasis invasiva se refiere a las infecciones del torrente sanguineo
(candidemia), e infecciones profundas como: abscesos intraabdominales, peritonitis y

osteomielitis (Pappas et al., 2018).
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Figura 3. Patogénesis de la candidiasis invasiva (Pappas et al., 2018) a) Cuando existe ruptura de la
barrera intestinal, Candida spp. puede diseminarse a la cavidad abdominal e invadir el torrente sanguineo.
b) Candida spp puede coexistir en el hospedero humano como un microorganismo comensal sin causar
dafo. c) Un estado de deterioro de la respuesta inmune u otros factores, pueden promover el desarrollo
del hongo en el intestino y generar candidiasis, pudiendo conducir a infecciones profundas en diversos

organos.

La colonizacion se considera un requisito previo para la infeccion, debido a que Candida
se considera una levadura comensal que forma parte de la microbiota normal en la piel y
el intestino humano, y esta es detectable hasta en el 60% de individuos sanos; por lo
tanto; la enfermedad invasiva suele ser consecuencia de un aumento en la colonizacion
junto con factores predisponentes del hospedero.

Cuando se generan perturbaciones a la microbiota de la mucosa o hay un factor
predisponente generando el debilitamiento de la inmunidad del huésped, Candida efectua
un proceso de transicion del comensalismo al oportunismo, asociado a la induccion de
factores clave de virulencia (Kullberg & Arendrup, 2015).

Existen tres condiciones principales que predisponen a la infeccidn invasiva en humanos.
El primero es el uso durante tiempo prolongado de antibiéticos de amplio espectro, los
antibidticos confieren a Candida spp una ventaja, ya que algunas bacterias de microbiota
intestinal son importantes para inducir la liberacion de factores protectores de la mucosa
como el factor de transcripcion, factor inducible por hipoxia (HIF)-1a y el péptido LL-37-

CRAMP. EIHIF-1a es un regulador esencial de la defensa innata en mamiferos, aumenta



la expresion de péptidos antimicrobianos de catelicidina en las células mieloides, estos
péptidos antimicrobianos relacionados con la catelicidina pertenecen a una familia de
polipéptidos que tienen la funcidén de defensa inmune innata en los mamiferos contra las
infecciones bacterianas, pero, también se ha demostrado que la catelicidina humana LL-
37 tiene actividad anti-Candida e inhibe la adhesién de Candida spp. a las superficies de
las células epiteliales. Por lo tanto, el agotamiento de estas bacterias por antibi6ticos
elimina estos factores protectores y permite que Candida spp actue como oportunista
(Pappas et al., 2018; Fan et al., 2015).

El segundo factor predisponente es la ruptura de las barreras gastrointestinales o
cutaneas causadas por una mucositis inducida por una quimioterapia citotoxica, cirugias
o perforacion gastrointestinal y/o el uso de catéteres venosos centrales, que permiten que
Candida spp se pueda translocar desde sitios mucocutaneos al torrente sanguineo
(Figura 3).

El ultimo factor es la inmunosupresion iatrogénica, tal es el caso de la neutropenia
inducida por quimioterapia o terapia con corticosteroides, que alteran la inmunidad en
tejidos y facilita la invasion al torrente sanguineo u otros 6rganos por Candida spp.
(Pappas et al., 2018).

Candida auris se ha asociado con una variedad de infecciones fungicas invasivas, como
la candidemia en un alto grado, pero también con pericarditis e infecciones del tracto
respiratorio y del tracto urinario. En la mayor parte de los casos, este tipo de infeccion
ocurre en pacientes en estado critico que se ubican en unidades de cuidados invasivos
0 son sometidos a procedimientos invasivos (Jeffery et al., 2017).

Exhibe diversas caracteristicas preocupantes en comparacion con otras especies de
Candida; su caracteristica mas sorprendente es la transmision eficaz de persona a
persona, ya que, por lo general, las infecciones causadas por Candida surgen del propio
microbioma del hospedero; sin embargo, aun no hay evidencia de que C. auris puede
colonizar comunmente el tracto gastrointestinal o cavidad bucal. Ademas, puede
sobrevivir durante varias semanas en superficies nosocomiales y resistir a multiples
desinfectantes. Lo mas alarmante es su capacidad para desarrollar resistencia a todas

las clases principales de antifungicos generando limitacion en las opciones terapéuticas.



Este patrén de resistencia se ha observado en aproximadamente el 40% de los aislados
clinicos (Vila et al., 2020).

Aun no se conoce mucho sobre la biologia de C. auris, pero los estudios in vitro
demuestran que expresa varios factores de virulencia clave comunes en Candida, como
produccion de fosfolipasas, proteinasas, proteasas asparticas secretadas, adhesinas y la
capacidad de formar biopeliculas (Vila et al., 2020). En un estudio realizado por
Chatterjee et al., analizaron el genoma de C. auris para poder explicar su naturaleza
virulenta, encontrando que en su genoma alberga diversas familias de genes como
lipasas, transportadores de oligopéptidos, manosil transferasas y factores de
transcripcion que intervienen en la colonizacion, invasion y adquisicion de hierro.
Determinaron que C. auris comparte muchos genes con C. albicans y C. lusitaniae,
indicando que comparten una ascendencia comun; sin embargo, Candida auris pudo
haber adquirido rasgos genéticos que lo han preparado como un patégeno diferente.
También se plantearon la idea de que el uso indiscriminado de antibi6ticos haya moldeado
su genoma, confiriéndole cualidades en su espectro clinico y para emerger como un
patdégeno resistente a multiples antifungicos (Chatterjee et al., 2015).

C. auris a diferencia de C. albicans, carece de la capacidad de formar tubos germinales,

hifas y clamidosporas (Larkin et al., 2017).

1.7.Factores de virulencia
Al igual que otras especies de Candida, C. auris puede formar biopeliculas, pseudohifas

y sufrir modificaciones fenotipicas a nivel celular, siendo esto, caracteristicas que pueden
estar involucradas en la virulencia, resistencia a antifUngicos y supervivencia en

ambientes bioticos y abidticos.

1.7.1. Adaptacién al estrés ambiental
La mayoria de los hongos no pueden sobrevivir a la temperatura fisiolégica (36.5a 37.5°C

y con fiebre 40°C), por tanto, no son capaces de colonizar a los humanos y provocar
infecciones (Gonzalez et al., 2022). Existe una zona de restriccion térmica que protege a
los mamiferos, siendo la diferencia entre la temperatura corporal basal y la temperatura

ambiental. Se ha planteado que el cambio climatico inducido por los humanos incremente
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varios grados la temperatura de la Tierra, reduciendo de manera considerable el
gradiente entre la temperatura corporal de los mamiferos y las ambientales, siendo esto
una preocupacion, ya que se prevé que esto genere una seleccion de linajes fungicos
volviéndolos mas termotolerantes a manera que puedan romper la zona de restriccion
térmica, provocando dafio hacia los mamiferos (Casadevall et al., 2019).

Considerando lo antes mencionado, se propone la hipétesis de que Candida auris es el
primer hongo patdégeno que emergié adaptativamente a partir del calentamiento global,
planteando la idea de que antes de ser considerado un patégeno para el humano, este
se encontraba de manera ambiental, todo esto es sustentado con el hecho de que no
tiene la capacidad de crecer en condiciones anaerobias y normalmente se aisla de sitios
anatdmicos humedos de la piel, pero no del intestino.

Otra caracteristica unica de esta especie comparada con otras es su capacidad para
tolerar y crecer en medios con una alta concentracién de NaCl inclusive mayor al 10%.
Algunos investigadores han demostrado que, bajo estas condiciones de cultivo, Candida
auris puede formar estructuras como pseudohifas y sugirieron que se trate de una
transicion morfologica adaptativa al estrés osmaético (Welsh et al., 2017).

Estas dos caracteristicas unicas pueden favorecer a la persistencia y supervivencia
de C. auris en superficies bibticas y abiéticas durante tiempos prolongados. Actualmente
se ha demostrado que esta persistencia en condiciones adversas es unica en C. auris,

haciéndola diferente al resto de los patégenos fungicos (Du et al., 2020).

1.7.2. Transiciones morfolégicas de C. auris
Una estrategia comunmente utilizada por algunos microorganismos es la plasticidad

morfologica para poder adaptarse de una forma rapida a los cambios ambientales.
Distintas especies patégenas de Candida, experimentan cambios en su morfologia
celular que puede ser inducida por senales ambientales.

C. auris también presenta varios fenotipos morfolégicos, en muchos aislamientos existe
en forma de levadura unicelular, y en otros aislados puede formar grandes agregados de
células similares a pseudohifas, donde la célula madre e hija permanecen unidas
(Gonzalez et al., 2022). Algunos aislados clinicos de C. auris pueden formar fenotipo

agregativo que difieren de las células unicelulares en forma de levadura en diversos
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aspectos bioldgicos, incluidas la morfologia colonial y celular, la capacidad de formacion
de biopeliculas y susceptiblidad a antifungicos. Este fenotipo agregativo puede inducirse
tanto in vivo como in vitro, por ejemplo, la exposicion al antifungico caspofungina, puede
provocar alteraciones morfologicas y la formacion de células agregativas en C. auris.
Forgacs et al. observaron la presencia de células agregadas en corazén, rifion e higado
en un modelo de ratén neutropénico, sugiriendo que también puede presentarse este
fenotipo agregativo en el hospedero. Bing et al., descubrieron recientemente que existen
dos tipos de morfologias agregativas en C. auris, uno debido a un defecto en la divisidon
celular y el otro se cree que es el resultado de la sobreexpresion de genes asociados con
la adhesién. Ambas morfologias difieren en su capacidad de formacion de biopeliculas y
virulencia (Forgacs et al., 2020; Bing et al., 2024).

Estos agregados pueden ser mas tolerantes a los agentes antifungicos en comparacion
con su forma unicelular; sin embargo, las células que se agregan son menos virulentas

que las levaduras unicelulares (Du et al., 2020; Borman et al, 2016).

Levaduras tipicas
(Ty)

Levaduras
filamentosas (F)

Figura 4. Morfologia colonial de C. auris, forma levaduriforme y filamentosa (imagen adaptada de

Yue et al., 2018). Colonias y morfologia de las células; levadura y filamentosa cultivadas en medio YPD.

1.7.3. Filamentacién
El desarrollo de células filamentosas en especies patégenas de Candida es fundamental

para la invasion hacia los tejidos del hospedero. Inicialmente se planted la hipotesis que
dice que C. auris no puede formar verdaderas hifas, solo siendo capaz de formar

pseudohifas, sin embargo, recientes evidencias refieren que aislados de C. auris puede
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formar hifas en algunas condiciones especificas como la termotolerancia vy
osmotolerancia las cuales son caracteristicas distintivas de esta especie (Wang et al.,
2018).

En un estudio realizado por Wang et al. en el cual se analiz6 el crecimiento de C. auris
en diversas condiciones de cultivo, demostraron que puede presentar multiples
morfologias celulares, incluidas la forma redonda, alargada o pseudohifal, cuando fue
incubada a elevadas concentraciones de NaCl superiores al 10% (Wang et al., 2018).
Otro estudio realizado por Kim et al. demostré que el deterioro de la funcién o inhibicidn
farmacoldgica de la proteina de choque térmico (Hsp90) y la progresion del ciclo celular
también conducen al desarrollo del morfotipo pseudohifal en Candida auris, sugiriendo
que algunos mecanismos reguladores de la filamentacion de Candida albicans se
conservan en Candida auris, siendo la Hsp90 una chaperona molecular involucrada
esencialmente en el proceso de filamentacion dependiente de la temperatura en C.
albicans (Kim et al., 2019; Du et al.,2020).

Sin embargo, aun siguen investigando los mecanismos por los cuales se desarrolla esta

morfologia celular en Candida auris.

1.7.4. Formacién de biopeliculas
La formacion de biopeliculas en las distintas especies de Candida son importantes a nivel

clinico debido a que se vinculan con la resistencia adaptativa a diversos antifungicas e
incrementan considerablemente la morbilidad y mortalidad. Esta bien descrito que C.
albicans es la principal especie patégena del género con capacidad de formacion de
biopeliculas, sin embargo, actualmente existe un incremento en las especies de Candida
no-albicans con esta capacidad, particularmente C. auris.

Todo esto es respaldado con el hecho de que C. auris ha sido aislada de distintos sitios,
incluidas heridas y catéteres, sugiriendo que esta especie coexiste en un entorno rodeado
por biopeliculas en el hospedero (Kean et al., 2018).

En un estudio realizado por Sherry et al. se determind la capacidad de formacién de
biopeliculas en cepas con fenotipo agregativo y no agregativo de C. auris comparandolas
con C. albicans y C. glabrata. Determinaron que C. albicans tiene mayor produccion de

masa de biopelicula en concordancia con estudios anteriores, y que todas las cepas de
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C. auris formaron biopeliculas significativamente reducidas en comparacion con las de C.
albicans, obteniendo que la biomasa para las cepas con fenotipo agregativo fue menor
en comparacion con las biopeliculas formadas por las cepas no agregativas de C. auris.
Sin embargo, las cepas de C. auris formaron biopeliculas mayores a las formadas por C.
glabrata. Demostrando asi que C. auris tiene la capacidad de adherirse diferencialmente
a superficies, formar biopeliculas y adquirir resistencia temporal a antifungicos cuando
esta se encuentra en esta matriz extracelular en comparacion con sus contrapartes
planctonicas (Sherry et al., 2017).

En otro estudio realizado por Hernando-Ortiz et al. determinaron la capacidad de
formacion de biopeliculas en 12 aislados clinicos de C. auris, concluyendo que ninguno
de los 12 aislamientos produjo una biopelicula mas densa en comparacién con la cepa
control de C. albicans SC5314. Esta formacion de biopeliculas de C. auris en
comparacion con C. albicans se ha reportado anteriormente. En este analisis el aislado
de sangre JMRC:NRZ 1101 con fenotipo agregativo mostré6 una mayor produccion de
biomasa y actividad metabdlica seguido del aislado de orina con fenotipo no agregativo
CR14 en comparacién con los otros aislamientos de C. auris. Pese a que las biopeliculas
formadas por C. auris son mas delgadas que las producidas por C. albicans, estas se han
asociado con una menor susceptibilidad a antifungicos. La produccién de biopeliculas se
ha reportado tanto en fenotipos agregativos como no agregativos de C. auris (Hernando-
Ortiz et al., 2021).

La matriz extracelular de las biopeliculas en diversas especies de Candida esta
compuesta por un complejo polisacarido de manano y glucano, este complejo se ha
relacionado con la resistencia a antifungicos a través de un mecanismo de secuestro
antifungico. Para evaluar la composicién en las biopeliculas por C. auris, Dominguez et
al. aislaron la matriz extracelular y analizaron el polisacarido mediante cromatografia de
gases. Determinando que cada una de las biopeliculas en un conjunto de 10 aislamientos
de C. auris contenian polimeros de manano y glucano, sin embargo, el contenido de estos
polimeros fue variable, al igual que la proporcién de manano y glucano en los distintos

aislamientos (Dominguez et al., 2019).
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La formacion de biopeliculas no solo contribuye a la virulencia de C. auris, sino que
también favorece la supervivencia en distintos entornos a nivel hospitalario (Kean et al.,
2018; Sherry et al., 2017).

1.7.5. Produccion de enzimas liticas
La sintesis de diferentes enzimas liticas como fosfolipasas y proteinasas es reconocida

como importante para el proceso de patogénesis de Candida hacia el hospedero humano,
favoreciendo la adherencia e invasion hacia las células huésped (Rossato & Colombo.
2018).

Otro grupo importante de enzimas son las hidrolasas, siendo este el grupo mas grande
de proteinas encontradas en el genoma de C. auris, seguidas de enzimas como
transferasas y oxidorreductasas. También se ha demostrado que tiene la capacidad de
producir lipasas. De forma similar en estudios realizados, se demostré que la mayoria de
las cepas de C. auris tiene actividad de hemolisina, confiriéndole una alta capacidad de
captacion de hierro, crecimiento e invasividad (Rossato & Colombo. 2018).

El genoma de C. auris alberga a 8358 genes putativos, los cuales codifican para distintas
proteinas predichas e hipotéticas, sin embargo, a nivel gendmico, C. auris muestra una
relacion altamente divergente respecto a otras especies patdégenas de Candida. La
mayoria de las proteinas de C. auris se han predicho in silico y no estan funcionalmente
caracterizadas, siendo necesarios mas estudios para su comprension (Chatterjee et al.,
2015).

1.8.Resistencia a antifungicos
C. auris es una especie de levadura emergente resistente a multiples antifungicos,

mostrando tasas elevadas de resistencia al fluconazol y susceptibilidad variable a otros
azoles, equinocandinas y anfotericina B, generando que el tratamiento de infecciones por
C. auris, en particular las infecciones invasivas sean extremadamente complicadas de
tratar. Otra situacion importante, es que actualmente no existen puntos de corte de
susceptibilidad establecidos en las guias internacionales como el CLSI o EUCAST. Ante
esta situacién la CDC establecio puntos de corte temporales guiados en la opinion de los
expertos y en los establecidos para otras especies de Candida relacionadas
estrechamente con C. auris (Pharkjaksu et al., 2021; Ahmad & Alfouzan, 2021).
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Actualmente se han descrito distintos mecanismos moleculares de resistencia a
antifungicos en C. auris, esto puede ser por modificaciones genéticas que inducen la
modificacion del sitio diana del antifungico, sobreexpresién de bombas de eflujo o

modificacion metabdlica (Chaabane et al., 2019).

1.8.1. Mecanismos de resistencia a los azoles

1.8.1.1. Bombas de eflujo
Las bombas de eflujo son un grupo de proteinas que tienen como principal funcion el

transporte de componentes a través de la membrana celular, algunas pueden estar
involucradas con la expulsion de farmacos fuera de la célula, disminuyendo la
concentracion y el efecto de este. Actualmente se han descrito dos familias de bombas
de eflujo involucradas en la resistencia a antifungicos: los transportadores de casete de
unién a ATP (ABC) y la superfamilia de facilitadores principales (MFS). Siendo la
sobreexpresion de estas, uno de los mecanismos implicados de resistencia a los azoles
en C. auris (Chaabane et al., 2019).

1.8.1.2. Mutacion en el gen ERG11
El ergosterol, es el esterol mas abundante y componente clave en las membranas

celulares de los hongos, tiene como funcion la regulacién de la permeabilidad y fluidez
de la membrana. Debido a estas funciones cruciales, el ergosterol es un objetivo principal
para la mayoria de los antifungicos del grupo de los azoles (Rodrigues, 2018).

La biosintesis de este componente esta regulada por la enzima lanosterol 14-alfa-
desmetilasa, codificada por el gen ERG11 que se encarga de la conversion de lanosterol
a ergosterol, siendo el mecanismo de accion de los azoles, inhibir la funcidén de esta
enzima y detener el proceso de biosintesis de ergosterol, causando alteraciones en la
membrana (Chaabane et al., 2019).

Actualmente se ha comprobado que mutaciones puntuales en el gen ERG71 se ha
asociado a la resistencia a los azoles en C. auris. Chowdhary et al, realizaron la
comparacién de la secuencia de aminoacidos del gen ERG11 en 8 aislados de C. auris
con resistencia al fluconazol con la secuencia de C. albicans WT, encontrando 15

sustituciones de aminoacidos, de estas 15 sustituciones encontradas en ERG11, ya se
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habian informado previamente que las sustituciones en las posiciones F105, K119, Y132,
K143 y R267 se han asociado a la resistencia de los azoles en C. albicans (Chowdhary
et al., 2018; Chaabane et al., 2019).

1.8.2. Mecanismo de resistencia a equinocandinas
El B (1,3) D-glucano es uno de los componentes principales de la pared celular de los

hongos, su biosintesis esta regulada por la enzima 1,3-beta-glucano sintasa, la cual sirve
como objetivo farmacolégico de algunos antifungicos como las equinocandinas,
considerados inhibidores de la enzima (Martins et al., 2011).

En algunas especies de Candida incluida C. albicans, se han encontrado mutaciones en
los genes FKS1y FKS2 que se han asociado a la resistencia a equinocandinas, a estas
mutaciones se los conoce como “puntos calientes” 1y 2 (HS1 y HS2). En un estudio
realizado por Chowdhary et al, en el cual realizaron secuenciacion de estos dos puntos
calientes correspondientes a 38 cepas de C. auris, encontraron la mutacion S639F en
FKS1 en 4 cepas resistentes a equinocandinas y ausente en las 34 susceptibles,

sugiriendo la causa de dicha resistencia (Chowdhary et al., 2018).

1.8.3. Mecanismo de resistencia a polienos
Diversos estudios realizados in vitro, demuestran que el principal mecanismo de accion

de los polienos es a través de la unidn al ergosterol, interfiriendo en funciones vitales para
la célula, siendo este ultimo de suma importancia para las membranas celulares en los
hongos debido a que tiene funciones de regular distintos procesos fisioldégicos (Rivera-
Toledo et al., 2020).

Se conoce que C. auris puede presentar susceptibilidad reducida a anfotericina B, sin
embargo, este mecanismo aun no es claro debido a que continuan buscando si se debe
a mutaciones en ciertos genes como tal es el caso de C. albicans, de la cual esta bien
descrito que cuando existen mutaciones en los genes ERG 2,3,5,6 y 11 tiene ese efecto
de resistencia (Rhodes et al., 2018; Arendrup & Patterson, 2017).
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1.9.Resistencia a desinfectantes y métodos de descontaminacién en hospitales
Actualmente aun son limitados los métodos de descontaminacién y mecanismos de

resistencia a desinfectantes en Candida auris. Algunos investigadores analizaron la
eficacia de una diversidad de desinfectantes contra diversos aislamientos clinicos de
especies de Candida en pacientes hospitalizados, concluyendo que un detergente a base
de fenol y amonio cuaternario fue bastante eficaz para inhibir el crecimiento de todas las
especies de Candida a diferentes concentraciones y tiempos de contacto, sin embargo,
este estudio se limitd a la evaluacion de células planctonicas y no estudio biopeliculas
(Ku et al., 2018).

A nivel sanitario, se han empleado desinfectantes a base de cloro, como el hipoclorito de
sodio y dicloroisocianurato para la desinfeccion contra C. auris, debido a que
anteriormente se ha demostrado que son extremadamente eficaces contra otras especies
de Candida. Esta eficacia de los desinfectantes a base de cloro en C. auris se demostro
por primera vez durante un brote en un hospital de Reino Unido en 2015, en el cual
mencionan que para la descontaminacion ambiental, implementaron medidas de limpieza
y desinfeccién de las habitaciones y equipos médicos utilizando productos a base de cloro
de 1000 ppm (Chlorclen, Guest Medical, Ashford, Reino Unido) tres veces al dia, y
posterior al alta o traslado del paciente, la habitacion se limpié con un detergente a base
de cloro de 10 000 ppm (Hazbat, Guest Medical) (Ku et al., 2018; Shelenz et al., 2016).
En un estudio realizado por Cadnum et al. se demostré que los desinfectantes mejorados
de peroxido de hidrogeno no esporicidas son altamente eficaces contra diferentes
especies de Candida, incluida C. auris, sin evidencia de que C. auris fuera mayormente
resistente a estos desinfectantes en comparacion con otras especies de Candida
(Cadnum et al., 2017).

1.10. Prevencién y control de brotes hospitalarios
C. auris es una levadura patdégena para el hospedero humano con una elevada capacidad

de causar brotes hospitalarios asociada a una alta tasa de mortalidad, debido a esto es
crucial el control de infecciones dentro del entorno hospitalario (Kean & Ramage, 2019).
Puede colonizar la piel de pacientes y personal sanitario, y persistir durante tiempos

prolongados en diversos ambientes hospitalarios, siendo estos dos aspectos clave para
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generar brotes en los centros de salud. Se ha descrito la colonizacion de C. auris en
distintos sitios anatomicos como las fosas nasales, ingle, axilas y el recto, incluso
reportando aislamientos durante tres meses o mas posteriores al aislamiento inicial.
Debido a lo anterior, es sumamente importancia la implementacion de protocolos de
control para prevenir y controlar brotes de C. auris en los centros hospitalarios.

Para iniciar la implementacién de estos protocolos, es necesario comenzar con la
identificacion de los casos, considerando a los pacientes enfermos como a los
colonizados asintomaticos. El aislamiento de C. auris en cualquier region del cuerpo
puede representar una fuente de transmisién. La deteccion de este microorganismo en
el cuerpo humano se hace frecuentemente con muestras de hisopado tomadas de axila
e ingle, ya que en estos sitios se ha aislado con mayor frecuencia, pero también se
pueden tomar muestras de nariz, boca, oido, orina, heridas y el recto.

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) ha emitido varias
recomendaciones para el control de infecciones por C. auris, enlistando la identificacion

de los casos, higiene de manos, precauciones basadas en la transmision y limpieza.

1.10.1. Identificacion de los casos
Se inicia con la identificacidon de las especies de Candida aisladas de sitios anatomicos

estériles y no estériles cuando el paciente se encuentre en un centro de salud que haya
reportado casos de C. auris o provenga de algun hospital donde se hayan reportado
casos tanto en el pais de origen como en el extranjero.

También se deben incluir aquellos pacientes que sean contactos cercanos a los casos
reportados de C. auris, que hayan recibido atencion medica en el extranjero,
puntualizando aquellos paises con reportes de casos de C. auris, en el caso de sospecha
de transmision se debe considerar la ampliacion del muestreo de todas las personas de

la sala donde se haya aislado C. auris.

1.10.2. Higiene de manos
El personal sanitario del hospital debe practicar una correcta y frecuente higiene de

manos, utilizando desinfectantes a base de alcohol siendo estos eficaces contra C. auris
y en caso de que las manos estén visiblemente sucias, se recomienda lavarse las manos

con agua y jabon.
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1.10.3. Precauciones basadas en la transmision
Se aconseja hospitalizar a los pacientes con aislamiento de C. auris en habitaciones

individuales, si existe un numero limitado de habitaciones individuales, estas deben ser
reservadas a aquellos pacientes con mayor riesgo de transmitir C. auris.

Los pacientes con aislamientos de C. auris pueden ser hospitalizados con otros que
también se encuentren infectados con C. auris, pero no juntarlos con pacientes que estén
infectados por otros microorganismos.

En caso de ser posible, se debe reducir el numero de personal que atienden a los

pacientes infectados con C. auris.

1.10.4. Limpieza
Se ha comprobado en diversos estudios, que C. auris es capaz de persistir en el ambiente

durante largos periodos de tiempo, por lo tanto, la limpieza juega un papel crucial para la
prevencion y control de brotes a nivel hospitalario. Se recomienda usar desinfectantes de
grado hospitalario que cuenten con registro en la Environmental Protection Agency (EPA)
de los Estados Unidos y que tengan efectividad contra las esporas producidas por C.
difficile, como el Oxivir® siendo un limpiador a base de peroxido de hidrégeno o el
limpiador a base de hipoclorito de sodio Micro-Kill®.

La CDC y la EPA también sugieren el uso de otros limpiadores que aun no cuenten con
registro, pero que sus principales ingredientes activos sean el perdéxido de hidrégeno,
hipoclorito de sodio, combinaciones de peroxido de hidrogeno con acido paroxiacético y
combinaciones de amonio cuaternario con etanol o isopropanol.

Se debe realizar la limpieza y desinfeccion de forma diaria en las areas de atencion a
pacientes con aislamientos de C. auris.

Actualmente no existe informacion concluyente sobre un protocolo para la
descolonizaciéon de los pacientes con aislamiento de C. auris, sin embargo, se ha
observado que la clorhexidina al 2% en toallas desechables o al 4% en solucion acuosa
ha sido eficaz durante un brote en Reino Unido. En aquellos pacientes con ventilacion
mecanica, la clorhexidina en enjuague bucal al 0.2%, gel dental al 1% o administracion

oral también dio buenos resultados (Zuluaga-Rodriguez, 2020; Schelenz et al., 2016).
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1.11. Patologias generadas por Candida auris
Desde su aparicidon C. auris se ha identificado en el mundo como un patégeno que causa

principalmente infecciones del torrente sanguineo, pero también en heridas, vias
urinarias y otras infecciones (Ahmad & Alfouzan, 2021).

La manifestacion mas frecuente de infeccidon por esta levadura es la candidemia, sin
embargo, también se han reportado infecciones del SNC, tracto respiratorio, tracto
urogenital, abdomen, huesos, piel y tejidos blandos. Los huéspedes también pueden
colonizarse por C. auris en la axila, la ingle, las fosas nasales, el oido y el recto. Esta
colonizacion puede no representar una amenaza inmediata al paciente, pero estos
pacientes posteriormente pueden infectarse y también representan un riesgo

potencialmente grave de colonizacion hacia otros pacientes (Lockhart & Guarner, 2019).

1.12. Diagnéstico
El diagnostico por laboratorio de C. auris aun es considerado un desafio, ya que

frecuentemente es identificada de manera erronea mediante el uso de métodos clasicos
de microbiologia clinica, incluidos los métodos bioquimicos y los instrumentos
automatizados. Esto se debe a que presenta similitudes fenotipicas con otras especies
que estan estrechamente relacionadas (Vila et al., 2020).

C. auris tiene la capacidad de crecer bastante bien a partir de los aislamientos de sangre
y otro tipo de muestras, como la orina y exudados de heridas, sin embargo, existen
factores atenuantes que dificultan su identificacion. Debido a que es una especie
recientemente identificada aun no se encuentra en la base de datos de muchos sistemas
convencionales de identificacion de levaduras y bioquimicamente, esta muy relacionada
con otras especies de Candida como C. haemulonii y C. duobushaemulonii, lo que
complica su identificacién debido a la similitud fenotipica (Lockhart & Guarner, 2019).
Crece en medios micoldgicos utilizados de manera rutinaria, como agar dextrosa
Sabouraud (SDA) y medios cromogénicos teniendo una temperatura optima de
crecimiento de 37 a 40°C. Puede requerir un tiempo de incubacion prolongado de hasta
10 dias para la deteccion a partir del cultivo primario.

Utilizando medios de cultivo de enriquecimiento selectivo logra un tiempo de recuperacion

mas rapido a partir de muestras clinicas. La CDC actualmente recomienda el uso de
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medio cultivo Sabouraud Dulcitol (SDD) suplementado con el 10% de NacCl, cloranfenicol
y gentamicina. Esto permite poner de manifiesto la capacidad unica de C. auris para
crecer a temperaturas elevadas y en concentraciones altas de NaCl. C. haemuloniiy C.
duobushaemulonii también crecen en estas condiciones, pero requieren glucosa como
fuente de carbono, en comparacién con C. auris, que puede utilizar dulcitol o manitol
como fuente de carbono (Keighley et al., 2021).

En microscopio, C. auris muestra levaduras individuales o agregadas con forma ovalada,
alargadas, y en gemacion, de aproximadamente 2.0-3.0 x 2.5-5.0 ym, con colonias de
color blanco crema en SDA y colonias de color rosa palido en CHROMagar Candida.
Existen caracteristicas fenotipicas especificas de clado, por ejemplo, la presencia de
pseudohifas son raras en aislamientos de los clados sudafricano y japones/coreano, pero
podrian estar presentes en aislamientos del clado del sur de Asia. En el caso de la
formacion de agregados celulares se observa frecuentemente en aislamientos de los
clados de Sudafrica y el sur de Asia (Keighley et al., 2021).

C. auris debe identificarse mediante métodos moleculares, precisos como: secuenciacion
de ADN, MALDI-TOF con una base de datos actualizada o el uso de PCR especie
especifica (Lockhart & Guarner, 2019).

1.13. Desafios en el diagndstico rapido y tratamiento de infecciones por C.
auris

En la actualidad, muchos laboratorios de microbiologia no identifican de manera correcta
y rutinaria a las distintas especies de Candida no-albicans o solamente se limitan al uso
de métodos de identificacion de lavaduras como el CHROMagar Candida, pruebas
bioquimicas o sistemas semiautomatizados como VITEK que no son capaces de
identificar con precision o identifican de manera incorrecta a C. auris con otras especies.
Actualmente, los unicos métodos de identificacién confiables son la PCR, AFPL, analisis
de secuenciacion y biotipificacion por MALDI-TOF (Chowdhary et al., 2013).

La identificacion temprana y oportuna de las especies de Candida, no solo es importante
para el uso apropiado de tratamiento con antifungicos, sino también para poder
implementar medidas y protocolos especificos para el control de infecciones en los

hospitales.
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Debido a esta situacion se debe estar alerta por la emergencia de especies de Candida
no-albicans, particularmente en la busqueda de C. auris en muestras clinicamente
significativas en los distintos entornos hospitalarios sobre todo en aquellos pacientes con
alto riesgo o en estado critico que se encuentren en las unidades de cuidados intensivos.
Se debe considerar una alta sospecha al momento de aislar cepas distintas a C. albicans

con resistencia al fluconazol (Schelenz et al., 2016).
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2) ANTECEDENTES
Candida auris es una especie de levadura emergente, considerada como patdégeno para

el humano, que presenta resistencia a diversos antifungicos, se aisloé e identificd por
primera vez en Japon en el afo 2009, aunque una revision retrospectiva de las
colecciones de Candida revel6 que la cepa mas antigua se habia aislado anteriormente
en Corea del Sur en 1996, incorrectamente identificada como Candida haemulonii. Se
renombro entonces como “auris”, que en latin significa oido.

En 2011, fueron publicados 15 casos de C. auris en pacientes de Corea del Sur. Las
cepas fueron aisladas de muestras de oido colectadas en 2006. Tras el descubrimiento
de C. auris, se confirmé que estos 15 casos aislados pertenecian a Candida auris.

En 2016, el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de EE. UU.
emitid una alerta clinica advirtiendo sobre la apariciéon de C. auris asociado con altas
tasas de mortalidad. En 2017, el informe fue actualizado aportando mas informacion
sobre su diseminacion e incluyendo instrucciones para su desinfeccion, identificacion y
recomendaciones para su tratamiento. Actualmente C. auris ha sido aislado e identificado
en, al menos, 40 paises diferentes de los 6 continentes.

En México se describié un brote de C. auris durante la pandemia por COVID-19 a finales
de mayo de 2020. Esto ocurri6 durante la transicion del hospital a una instalacion
exclusiva para COVID-19; este brote comenzdé en un paciente sin COVID-19 que
posteriormente se propago a 12 pacientes en la unidad de cuidados intensivos (UCI)
(Gonzalez et al., 2022). Se identificaron cepas de C. auris de 12 pacientes y tres
aislamientos ambientales de sus habitaciones mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF) y se confirmaron mediante tipificacion de secuencia multilocus de las
regiones ITS1-5.8-1ITS2, D1/D2. RPB1 y RPB2. Estas secuencias de alinearon y
analizaron utilizando MEGA v.7.0.26 y se delineo un dendrograma (Borman & Johnson,
2016; Villanueva et al., 2021). Todos los pacientes infectados por C. auris estaban con
uso de ventilacion mecanica, catéter venoso central, sondas vesicales y una estancia
hospitalaria prolongada.

En este brote se aislaron cepas de C. auris en 6 muestras de sangre (6/12; 50%), 8 en
orina (8/12; 66.6%) y 2 de ambos sitios (2/12; 16.6%). La mortalidad fue del 83.3% en los
pacientes con este diagnostico (Villanueva et al., 2021).
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3) JUSTIFICACION

Candida auris es una especie de levadura emergente, la cual se destaca de las demas
especies del género Candida spp por causar epidemias y brotes dentro de los hospitales
y centros de salud, generalmente en unidades de cuidados intensivos (UCI).

Lo mas alarmante de esta especie, es su resistencia a la mayoria de los diferentes grupos
de farmacos antifungicos, a los desinfectantes y sus elevados indices de mortalidad de
entre un 40% y 70%. Actualmente no existen puntos de corte aprobados en las guias
internacionales como CLSI y EUCAST, pero se ha demostrado que presenta una
susceptibilidad disminuida a los antifungicos. Debido a esto la CDC propuso el uso
temporal de las siguientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI) como puntos de
corte temporales: fluconazol =32 ug/mL, anidulafungina y micafungina =4 pg/mL,
caspofungina 22 yg/mL y anfotericina B =22 ug/mL, para ser utilizados empiricamente.
En la mayoria de los casos afecta a pacientes en un estado critico, sin importar sexo o
edad y es responsable de causar infecciones a nivel de mucosas, piel y torrente
sanguineo.

La identificacion de C. auris continua siendo un desafio, debido a que la mayoria de los
sistemas de identificacion fenotipica comerciales como Vitek 2, BD Phoenix, MicroScan
etc., identifican de forma errénea los aislamientos de C. auris. Los casos sospechosos se
deben confirmar mediante métodos mas precisos como: MALDI-TOF, PCR especie
especifica, secuenciacion del dominio D1/D2 de la subunidad ARN ribosomal 28S o
regiones ITS. La dificultad para identificar correctamente a C. auris con métodos
fenotipicos convencionales agrava la situacion, ya que una identificacion incorrecta
retrasa el tratamiento adecuado para el paciente y compromete su recuperacion y
pronostico del estado de salud.

Por lo anterior, este estudio busca caracterizar fenotipica y molecularmente a C. auris
para comprender mejor su biofisiologia, contribuir a una deteccion mas precisa, proponer
soluciones terapéuticas y de manejo clinico considerando que se trata de un patégeno

emergente que representa una grave amenaza para la salud mundial.
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Los hallazgos aportaran datos relevantes para el desarrollo de protocolos locales y
estatales de prevencion y control de infecciones causadas por C. auris apoyando asi la

respuesta sanitaria en México frente a este patdgeno emergente.
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4) OBJETIVOS

4.1.Objetivo general
Detectar y caracterizar fenotipica y genotipicamente a C. auris a partir de muestras

clinicas.

4.2.Objetivos particulares

1) Obtener muestras clinicas de diferentes centros hospitalarios e identificar cepas de C.
auris.

2) Caracterizar fenotipicamente los aislados de C. auris mediante siembra en
CHROMagar Candida y siembra en medio YPD suplementado con 10% NacCl.

3) Determinar la formacién de biopeliculas de los aislados de C. auris.

4) Determinar el perfil de susceptibilidad y resistencia a antifungicos en aislados de C.
auris.

5) Detectar mediante PCR especie especifica los aislados de C. auris.
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6) MATERIAL Y METODOS
6.1. Muestras clinicas analizadas
En este trabajo se analizaron 112 muestras clinicas provenientes de diferentes centros
hospitalarios privados de la ciudad de Puebla, durante el periodo de enero 2023 a mayo
2024. Las muestras de vias respiratorias altas y bajas, biopsias de tejido y hueso,
muestras de orina, sangre e hisopados de lesiones, fueron tomadas de diversos sitios
anatémicos en pacientes con diagnostico de candidiasis invasiva, factores de riesgo
predisponentes, uso prolongado de antibidticos y alta permanencia en unidades

hospitalarias.

6.2.Cepas control
Las cepas usadas como control positivo y negativo para las diferentes pruebas

fenotipicas realizadas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas empleadas como control positivo y negativo.

) . Desconocido Dr. Eulogio Valentin
Candida auris CA1
Clado Il Gbémez
_ Dra. Maria de
. ) Hemocultivo .
Candida auris CA2 Lourdes Villa
Clado Il
Tanaca
_ Dra. Maria de
. . Orina .
Candida auris CA3 Lourdes Villa
Clado I
Tanaca
Dr. Cristian Dionisio
Candida albicans ATCC 10231 N/A
Roman Méndez
_ o Evolucion
Candida tropicalis CT Herida quirurgica _ o
Diagnéstica Puebla
Pseudomonas Evolucién
ATCC 27853 N/A _ .
aeruginosa Diagndstica Puebla
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6.3.Condiciones éticas
Las muestras clinicas fueron colectadas en distintos servicios de 9 centros hospitalarios

privados en la Ciudad de Puebla, y procesadas en el laboratorio de microbiologia médica
Evolucion Diagndstica Puebla. Se elaboré un convenio de confidencialidad con el
laboratorio para garantizar que los datos de los pacientes se trabajaron de forma
anonima.

Las muestras clinicas y cepas aisladas en un periodo posterior al término del estudio
fueron desechadas acorde con lo que dicta la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sobre el
manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI).

Los aislamientos presuntivos para C. auris, fueron analizados en el laboratorio de
Micologia del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de
Ciencias de la BUAP.

6.4. Analisis de las muestras clinicas
Las muestras clinicas obtenidas fueron procesadas conforme a los procedimientos

establecidos por el Laboratorio Evolucion Diagnostica Puebla.

6.4.1. Procesamiento de aspirado endotraqueal
1) Se realiz6 la verificacion positiva entre la muestra y la solicitud de estudios,

asignandole un cédigo para la identificacion.

2) Se realiz6 un frotis, se dejo secar y se fij6 con calor para después tefir por Gram,
realizandose la valoracion de la muestra conforme a los criterios de Murray y
Washington, reportando lo observado de la siguiente forma:

i) Buena muestra: <10 células epiteliales por campo observandose con el
objetivo seco 10x.

i) Mala muestra: >10 células epiteliales por campo con el objetivo seco 10x.

iif) Microorganismos: cantidad que se aprecio determinado en cruces (+, escasos;
++, moderados; +++, abundantes).

Si la muestra es buena, se continuo con el procedimiento, si fue una mala muestra

se reportd como muestra con pobre valor diagndstico y se paro el procedimiento.
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3)

7)

Si la muestra se valor6 como buena, se procedié a utilizar: agar sangre al 5%,
MacConkey, agar gelosa chocolate y agar dextrosa Sabouraud en pico de flauta.
Con un asa bacteriolégica de 1 pL se tomo la muestra y se sembro por estria radial
en agar sangre al 5% y agar chocolate.

Se tomo otra asada y se sembré por estria cruzada en agar MacConkey.

Se tomo una alicuota de 100 pL de la muestra y se inocul6é en SDA.

Se incubo el agar sangre y MacConkey en atmosfera aerdbica a 37°C, el agar
chocolate en condiciones de COz2 a 7.5% a 37°C y el medio SDA en condiciones
aerdbicas a temperatura ambiente.

Posteriormente se analiz6 el desarrollo de microorganismos.

6.4.2. Procesamiento de biopsias para cultivo
Se realizo la verificacion positiva entre la muestra y la solicitud, asignandole un codigo

para la identificacion.

Se procedid a utilizar los medios: agar sangre al 5%, MacConkey, feniletilalcohol,
caldo tioglicolato y agar dextrosa Sabouraud en pico de flauta.

Se extrajo la biopsia de tejido blando u 6seo del frasco estéril, macerandolo con un
pistilo en un mortero y resuspendiéndolo con 5 mL de solucion salina isotonica.

Se tomo una alicuota de la muestra previamente tratada y se inoculo en cada uno de
los medios de cultivo.

Con un asa bacterioldgica esterilizada, se sembré mediante estria cruzada en los
diferentes medios de cultivo.

Se inoculd una alicuota de la muestra en el agar dextrosa Sabouraud y caldo
tioglicolato.

Se tomo una gota de la muestra, se colocé en un portaobjetos, se fijé por calor y
finalmente se tino por Gram.

Se incubo el agar sangre al 5%, MacConkey y caldo tioglicolato en atmdsfera aerobia
a 37°C, el agar feniletilalcohol en atmosfera anaerdbica a 37°C y el SDA se incubo
temperatura ambiente.

Se realizd el analisis del cultivo en los diferentes medios.
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1)

6.4.3. Procesamiento de secrecion heridas e hisopados
Se realiz6 la verificacion positiva entre la muestra y la orden médica, asignandole un

cédigo de identificacion.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5% y MacConkey.

Las muestras que se trabajaron en medio de transporte se inocularon en los agares
sangre y MacConkey. Con el asa bacteriologica esterilizada, se sembrd por estria
cruzada.

Se incubaron los agares en atmdsfera aerdbica a 37°C.

Se procedio al analisis del cultivo.

6.4.4. Procesamiento de lavado broncoalveolar
Se realizo la verificacion positiva entre la muestra y la solicitud, asignandole un codigo

de identificacion.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey, agar gelosa chocolate, SDA
en pico de flauta y botella para anaerobios.

Se tomo una muestra con un asa bacteriologica de 1uL y se sembro por estria radial
en agar sangre y agar chocolate.

Se tomo una asada y se sembro por estria cruzada en MacConkey.

Se tomaron 10 mL de muestra y se centrifugaron a 3000 RPM durante 10 minutos.
Se inocul6 con 0.1 mL del sedimento el medio SDA.

Se depositd una gota del sedimento para los siguientes analisis: KOH 10%, tincion
por Gram y tincién Ziehl-Neelsen.

Se incubaron los medios agar sangre y MacConkey en atmosfera aerdbica a 37°C, el
agar chocolate en condiciones de CO2 al 7.5% a 37°C, el tubo de SDA a temperatura
ambiente y la botella de anaerobios se incubd en condiciones que especifica el
fabricante utilizando el sistema BactAlert®.

Se analizaron los resultados.

6.4.5. Procesamiento de hemocultivo
Se realizo la verificacion positiva de la muestra y la solicitud de estudios, asignandole

un cédigo de identificacion.
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2)

Se verificd que las botellas estuvieran rotuladas con la hora y via de toma de
muestras.

Se metio la botella inoculada con la muestra en el sistema de incubacién BactAlert®
de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Se analizaron los frascos de hemocultivos positivos.

6.4.6. Procesamiento de catéter intravascular
Se realizé la verificacidn positiva de la muestra con la solicitud de estudios,

asignandole un cédigo de identificacion.

Se utilizaron los medios: 2 placas de agar sangre al 5%, 1 placa de MacConkey y 2
placas de SDA.

Se retiro el catéter del contenedor en el que fue enviado al laboratorio, se colocé en
una placa de agar sangre al 5% y se rodd (técnica de Maki) por toda la placa con
ayuda de una pinza estéril. Se tomo el catéter y se pasé a una placa de SDA,
nuevamente se roddé por toda la placa.

Se tomo la punta de catéter y se introdujo en un tubo estéril, se agregaron 5 mL de
solucion salina estéril, se agito por 15 segundos en vortex y posteriormente se sonico
el tubo con la punta de catéter durante 1 minuto.

Se tomaron 100 pL de la suspension y se inoculo en el centro de una placa con agar
sangre al 5%, SDA y MacConkey.

Con un asa esterilizada se sembro por estria radial los medios de cultivo agar sangre
y SDA. La placa de MacConkey se sembro por estria radial.

Se incubaron las placas de agar sangre al 5% y MacConkey en atmésfera aerdbica a
35°C y las placas de SDA en atmésfera aérobica a 37°C.

Se analizaron los resultados del cultivo.

6.4.7. Procesamiento de liquido pleural
Se realizé la validacion positiva de la muestra con la orden de estudios, asignandole

un cédigo de identificacion.
Se utilizaron los medios: agar dextrosa Sabouraud en pico de flauta y botella de

hemocultivos anaerobia.
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3)

9)

Se inoculd 0.5 mL del liquido pleural en el frasco de hemocultivo, por otro lado, se
inoculd 0.1 mL de liquido en el medio SDA en pico de flauta.

Se depositaron 0.5 mL del liquido pleural en un criotubo de 1.5 mL y se centrifugo a
12,000 RPM durante 1 minuto.

Del sedimento, se colocé 1 gota en dos portaobjetos, se fijé con calor directo, se
realizé tincion mediante Gram y Ziehl-Neelsen.

Se analizaron los resultados del cultivo.

6.4.8. Procesamiento de piezas metalicas “prétesis” por sonicado
Se realiz6 la verificacion positiva de la muestra con la orden médica, y se asigné un

cédigo de identificacion.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey, feniletilalcohol, botella de
hemocultivo anaerobia y SDA en pico de flauta.

Se saco la pieza metalica y se coloco en un vaso de precipitados estéril.

Se afadieron 400 mL de solucion salina isotonica, se llevd a vértex durante 30
segundos, posteriormente se sonico a una temperatura de 68°C durante 5 minutos
empleando el equipo BRANSON® 3800 y al final nuevamente se llevé a vortex durante
30 segundos.

Se tomaron 500 pL del sonicado y se inocularon en el centro de una placa de agar
sangre al 5%, MacConkey y feniletilalcohol.

Con un asa esterilizada, se sembro por estria radial el agar sangre y por estria cruzada
el agar MacConkey y feniletilalcohol.

Se inoculé una alicuota del sonicado en medio SDA en pico de flauta y en la botella
de hemocultivo anaerobia.

Se incubaron las placas de agar sangre y MacConkey en atmosfera aérobica a 37°C,
la placa de agar feniletilalcohol en atmosfera anaerdbica a 37°C, el medio SDA en
pico de flauta a temperatura ambiente y la botella de hemocultivo anaerobia se trabajé
de acuerdo con lo establecido por el fabricante.

Se analizaron los resultados.

34



1)

2)

6.4.9. Procesamiento de expectoracion
Se realiz6 la verificacion positiva de la muestra con la orden médica, y se asigné un

cbdigo de identificacion.

Se realizé un frotis con la muestra de expectoracion, se fijo con calor directo y se tifio
por Gram para realizar la valoracion de la muestra reportando lo observado de la
siguiente forma:

Buena muestra: <10 células epiteliales por campo con el objetivo seco 10x, se
continuo con el proceso.

Mala muestra: >10 células epiteliales por campo con el objetivo seco 10x.
Microorganismos: se observd la cantidad apreciativa simbolizada por cruces (+,
escasos; ++, moderado; +++, abundantes). Si la muestra fue apta para continuar con
el proceso.

Si la muestra se catalogé como mala para el proceso, se report6 como muestra con
pobre valor diagndstico y se paro el procedimiento.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey, agar chocolate y SDA en
pico de flauta.

Se inocularon los medios con la muestra y con asa esterilizada se sembraron por
estria cruzada.

Se incubaron las placas de agar sangre y MacConkey en atmdsfera aérobica a 37°C,
el agar chocolate en condiciones de CO2 al 7.5% a 37°C y medio SDA en atmosfera
aérobica a temperatura ambiente.

Se analizaron los resultados.

6.4.10. Procesamiento de urocultivo chorro medio
Se realizé la verificacidon positiva de la muestra con la orden de estudios, y se asigné

un cédigo de identificacion de la muestra.
Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey y SDA.
Se homogenizo la muestra de orina y con un asa calibrada esterilizada de 1pL se

tomo una alicuota y se sembro por estria radial en los medios de cultivo.
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Se incubaron los medios agar sangre y MacConkey en atmdsfera aérobica a 37°C y
el medio SDA a temperatura ambiente.

Se analizaron los resultados.

6.4.11. Procesamiento de urocultivo por sonda
Se realiz6 la verificacién positiva entre la muestra y la solicitud de estudios, y se

genero un codigo de identificacion para la muestra.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey y medio SDA.

Con un asa de 1L esterilizada se tomé la muestra y se sembrd por estria radial en
agar sangre al 5%, MacConkey y SDA.

Se incubaron los medios agar sangre y MacConkey en atmdsfera aérobica a 37°C y
el medio SDA a temperatura ambiente.

Se analizaron los resultados.

6.4.12. Procesamiento de abscesos o aspirados
Se realizo la verificacidon positiva entre la muestra y la orden médica, generando un

cbdigo de identificacion.

Se utilizaron los medios: agar sangre al 5%, MacConkey, feniletilalcohol, botella de
hemocultivo anaerobio y medio SDA en pico de flauta.

Se inocularon los diferentes medios utilizados, con ayuda de un asa bacteriolégica
esterilizada se sembraron por estria cruzada las placas.

Se realizé un frotis con la muestra, se fijé con calor y se tifio por Gram.

Se incubaron los medios agar sangre y MacConkey en atmésfera aérobica a 37°C,
agar feniletilalcohol en atmésfera anaerébica a 37°C, medio SDA a temperatura
ambiente y la botella anaerdbica bajo las condiciones descritas por el fabricante.

Se analizaron los resultados.
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6.5.ldentificacion por VITEK® 2 compact
Se realizd una identificacion previa utilizando el sistema semiautomatizado VITEK® 2

compact a aquellos cultivos que presentaron desarrollo de levaduras. Este sistema utiliza
paneles basados en reacciones bioquimicas del microorganismo para la obtencion de un
bionumero y asi extrapolar con la base de datos del equipo, pudiendo identificar en la

mayoria de las ocasiones el género y especie del microorganismo.

6.6.Cultivo en CHROMagar® Candida Plus
De los cultivos con aislamiento de levaduras, se tomd una colonia aislada y se realiz6

siembra por estria cruzada en medio CHROMagar® Candida (MCD LAB), las placas se
incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37°C bajo condiciones atmosféricas
aerobias. Posterior al tiempo de incubacién se observaron los fenotipos de colonias y se

analizaron con lo que se especifica en el inserto del fabricante.

6.7.Induccién de tubos germinales en C. auris
Para la induccién de tubos germinales se utiliz6 suero humano. En un criotubo se

depositaron 500 pL de suero, posteriormente con un asa esterilizada se tomo una colonia
aislada del cultivo de levadura en medio SDA y se suspendidé en el suero, se incubo
durante dos horas a 37°C. Finalmente se tomaron 40 pL de esta suspension y se observo

utilizando microscopio Optico con el objetivo 40x.

6.8. Anadlisis morfolégico de C. auris en diferentes medios y temperaturas de
incubacion

Se realizé el analisis morfolégico de C. auris utilizando diferentes medios de cultivo e
incubando a distintas temperaturas (Tabla 3). Se utilizaron las cepas de C. auris, C.
albicans ATCC vy los aislamientos obtenidos de las muestras clinicas.
Se colocaron 2 mL de cada uno de los medios en tubos de plastico estériles,
posteriormente se suspendio 1 colonia aislada de cada cepa y se incubaron durante 48
horas.
Posterior al tiempo de incubacién, se tomaron 40 uL de cada una de las muestras, se

colocaron en portaobjetos y se observaron al microscopio con el objetivo 40x.
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Tabla 3. Medios utilizados y temperaturas de incubacion utilizadas para el analisis morfolégico.

Temperatura de

Medio utilizado

incubacién
Suero humano (SH) 25°,37°Cy42°C
YPD 25°,37°C y 42°C
YPD suplementado con

25°,37°Cy42°C
10% NacCl

6.9. Formacion de biopeliculas en aislados de C. auris
Para la formacion de biopeliculas se utilizaron dos métodos, un meétodo cualitativo

utilizando rojo Congo y un método semicuantitativo en microplacas de poliestireno.

Se tomd una colonia de cada cultivo y se inoculé en medio YPD, el cual fue incubado
durante 48 horas a 37°C. De cada aislamiento se prepard una suspension con solucion
salina isotonica al 0.5 de McFarland, se tomaron 50 uL de la suspension y se colocaron
en 4950 L de caldo SBD obteniendo una dilucién 1:100.

6.9.1. Método semicuantitativo en placa de poliestireno
En una microplaca de poliestireno con fondo en U, en cada pocillo se afiadieron 200 pL

de la dilucion 1:100 que se prepard inicialmente de cada uno de los aislamientos, se
cubrid la microplaca con Parafilm y se incubo durante 48 horas a una temperatura de
37°C bajo condiciones atmosféricas aerobias. Después de la incubacion, se decanto el
medio de cultivo y cada pocillo fue lavado 3 veces con solucion PBS estéril, se afiadieron
200 pL de metanol a cada uno de los pocillos para fijar durante 30 minutos y se procedio
a lavar nuevamente por 3 veces con solucién PBS. Posteriormente se adicionaron 200
ML de cristal violeta a una concentracién del 1% a cada pocillo para tefir durante 30
minutos. Se decanto el cristal violeta y se lavaron los pocillos 3 veces con solucién PBS
estéril. Se agregaron 200 pL de etanol al 96%, se dej6 por un tiempo de 5-10 minutos y
se continuo a tomar lectura de la microplaca en un lector de ELISA (MULTISKAN FC
ThermoScientific) a una longitud de onda de 450 nm. Cada aislamiento se procesé por

triplicado. Finalmente, para el analisis de las absorbancias obtenidas se utilizé la
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clasificacion establecida por Stepanovic, et al. en 2007, que describe lo siguiente para la
formacién de Dbiopeliculas: no formadoras (DO<DOc); poco formadoras
(DOc<DO0<2DO0c); medianamente formadoras (2DOc<DO<4DOc) y fuertemente
formadoras (4DOc<DOQO). Para este método semicuantitativo se ocupd como control

negativo caldo SBD sin inocular con la suspension de levaduras.

6.9.2. Determinacién cualitativa en agar SBD suplementado con rojo Congo.
Se prepararon placas con agar SBD suplementados con 0.025% de colorante rojo Congo.

Posteriormente se prepard una suspension al 0.5 McFarland utilizando solucién salina
isotdnica de cada uno de los aislamientos provenientes de un cultivo en agar SDA con 48
horas de incubacion. De dicha suspension de levaduras, se tomaron 100 puL y se
inocularon en las placas de agar SBD suplementadas con rojo Congo, se sembraron por
estria cruzada, se incubaron durante 48 horas a 37°C y se realizd la interpretacion de
acuerdo con lo establecido por Bravo et al. en 2005, en el cual se considera como prueba
positiva a aquellas colonias color rojo y como negativa la formacion de colonias color

blancas.

6.10. Determinacién del perfil de susceptibilidad y resistencia a antifiungicos
en aislados de C. auris

Para la determinacion del perfil de susceptibilidad y resistencia a diferentes antifungicos
en C. auris, se usO el método de difusién en disco (Kirby-Bauer) siguiendo las
recomendaciones del CLSI especificadas en la guia M24M44S-ED3:2022. Se utilizaron
colonias de un cultivo puro de las cepas de C. auris, posteriormente se realizé una
suspension en un tubo con 3 mL de solucion salina isotdnica a una concentracion de 1.8
— 2.2 en la escala de McFarland (5.4x108 — 6.6x10% cel/mL). De esa suspensién de
levaduras, se tomd una muestra con un hisopo estéril para inocular y sembrar de forma
masiva en tres direcciones diferentes una placa con agar Mueller-Hinton, se dejo reposar
la placa un tiempo de 10-15 minutos, para después colocar los discos impregnados con

antifungicos (Tabla 4).
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Tabla 4. Antifungicos utilizados, se incluyen tres grupos (azoles, equinocandinas y polienos)

Antifangico Abreviatura Concentracién

Fluconazol FLU 25 ug

Itraconazol ITC 8 ug
Caspofungina CAS 5 ug
Anfotericina B AMB 10 ug

Se incubaron las placas durante 24-48 horas a 37°C en atmosfera aerdbica y se tomd
lectura del halo de inhibicidn registrando los diametros.

Para la determinacion del perfil de susceptibilidad y resistencia de las otras especies de
Candida no-albicans que se aislaron de las muestras clinicas, se utilizé el sistema
automatizado VITEK®2 Compac, pudiendo asi determinar la concentracion minima
inhibitoria de los aislados, tomando en cuenta lo que dice la guia CLSI M24M44S-
ED3:2022, que solo Candida krusei (Pichia kudriavzevii) presenta resistencia intrinseca
(IR) a fluconazol y Candida lusinaniae puede adquirir resistencia in vivo a anfotericina B
durante la terapia. Para este método se consideraron los antifungicos: fluconazol,
voriconazol, caspofungina y micafungina, tomando los puntos de corte para la CMI de la
guia CLSI.

6.11. Deteccion por PCR especie especifica

6.11.1. Extracciéon del material genético
Para la extraccion del material genético se utilizé el siguiente protocolo descrito en el kit

comercial Quick-DNA™ Microprep Kit ZYMO RESEARCH® a partir de una suspension

celular y digestion con proteinasa K.

1) Se realizd una suspensién de levaduras, colocando 200 yL de agua libre de nucleasas
y una colonia de un cultivo puro de Candida spp. en un tubo tipo eppendorf estéril,
posteriormente se anadieron 20 uL de proteinasa K a una concentracion de 20 mg/mL,
se llevo a vortex por 15 segundos e incubo a 55°C durante 10 minutos.

2) Posterior a la incubacion, se afadioé al mismo tubo 220 pL del reactivo Genomic

Binding Buffer y se llevé a vortex por 15 segundos.
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3) Se transfirio el contenido del tubo eppendorf a un tubo colector con columna y se
centrifugo a 12,000 RPM por 1 minuto, después de la centrifugacién, se deseché el
primer tubo colector.

4) Se transfirié la columna a un nuevo tubo colector, se afiadieron 400 yL de DNA Pre
wash y se llevo a centrifugacion a 12,000 RPM durante 1 minuto.

5) Se decanto, y se afiadieron 700 uL de g-DNA wash buffer, se centrifugo a 12,000 RPM
por 1 minuto, nuevamente se afiadieron 200 yL de g-DNA wash buffer y se volvio a
centrifugar a 12,000 RPM durante 1 minuto.

6) Finalmente se transfirié la columna a un tubo eppendorf estéril, se afiadieron 50 pL
de agua libre de nucleasas, se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente, y
posteriormente se centrifugo a 14,500 RPM durante 1 minuto.

7) El producto de extraccion de DNA se almaceno a -20°C hasta su uso.

6.11.2. Amplificacion del material genético
Para la amplificacién del material genético se utilizé una reaccion de PCR punto final,

utilizando la enzima DreamTaq DNA polimerasa incluida en el DreamTaq Green PCR
Master Mix (2X) ThermoScientific. La cantidad de componentes de la PCR utilizados se

muestran en la tabla 5. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador

BIORAD T100™ Thermal Cycler.
Tabla 5. Componentes de la PCR.

Componente Volumen anadido por Concentracion final de la
reaccion (pL) reaccion
Mix (ThermoScientific) 0.2 uyM y MgCl2 2 uM
Primer F 0.3 uL 0.45 uM
Primer R 0.3 uL 0.45 uM
DNA 3L
H20 libre de nucleasas 2.65 L -
Volumen final 12.5 uL

Mediante la reaccion de PCR se realizé la amplificacion del gen QG37_03410 que

codifica para una proteina GPI presente en la pared celular especie especifica para C.
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auris. Los oligonucledtidos utilizados se muestran en la tabla 6 y el protocolo de trabajo

para la amplificacion en la tabla 7.

Tabla 6. Oligonucleétidos para la reacciéon de PCR especie especifica.

Gen diana Primer

Secuencia del oligonucleétido

Tamano del

amplicon Referencia
(pb)

03410_F
QG37_03410

GCCGCTAGATTGATCACCGT

Ruiz et al.,
137 pb

03410 R

TAGGTGTGGGTACCCTTGGT

2018

Tabla 7. Protocolo de trabajo para la reaccién de PCR.

35 ciclos

Extension

Gen diana Primer . CF
Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension LLEL
03410_F | 95°C/ 72°C/ 72°C/ ©12°
QG37._03410 - 95°C/45 s 60°C/40 s
TA: 137 pb 03410 R | 3 min 45s 5 min C
DI: desnaturalizacion inicial, CF: conservacion final, TA: tamafo del amplificado
6.11.3. Electroforesis y visualizacion de los productos de PCR

La electroforesis se realizé en geles de agarosa a una concentracion de 1.7%. Se

cargaron cada uno de los pocillos con 5uL del producto de PCR y 5uL de colorante

GelRed™ Biotium®. Se uso el marcador de peso molecular 100 pb (Thermo Scientific),

cargando en el pozo 5uL de GelRed™, 2 uL de MPM y 1uL de agua destilada estéril. Se

cargo la camara para el corrimiento electroforético con una solucion 1X de tris borato,

EDTA (TBE) como buffer. Se aplicé un voltaje de 90V/45 minutos. Finalmente se

visualizaron y fotografiaron los geles mediante la exposicion a luz UV, utilizando el
trasiluminador SYNGENE®.
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7) RESULTADOS

7.1.Resultados de las muestras analizadas
Se analizaron un total de 112 muestras provenientes de 9 hospitales privados en la
Ciudad de Puebla capital, en un periodo comprendido de enero 2023 a mayo 2024.
Del total de las muestras, el 48% corresponden al sexo masculino y el 52% al sexo
femenino (Figura 5).

= % MUJERES =% HOMBRES

Figura 5. Porcentaje de las muestras clinicas analizadas por sexo de los pacientes.
La distribucion de las muestras por servicio hospitalario fue del 66.1% correspondiente al

area de hospitalizacion general, 29.4% a la unidad de cuidados intensivos (UCI) y solo

un 4.5% corresponde a muestras de pacientes ambulatorios (Figura 6).

AMBULATORIO,
4.5%

UCI, 29.4%

HOSPITALIZACION
,66.1%

mHOSPITALIZACION mUCI =AMBULATORIO

Figura 6. Distribuciéon porcentual de las muestras clinicas por servicio hospitalario.
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Con respecto a la edad de los pacientes de los que se obtuvieron las muestras de estudio,
fue heterogénea, comprendiendo desde los 11 afios hasta una edad maxima de 91 afios,

el rango mas frecuente fue de los 46 a los 76 afios (Figura 7).
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Figura 7. Nimero de muestras clinicas por rango de edad de la poblacion de estudio.

Las muestras fueron tomadas de distintos sitios anatomicos, obtenidas mediante
procedimientos quirurgicos o procedimientos invasivos, provenientes de pacientes con
infecciones recurrentes o con algun proceso de inmunosupresion. EI mayor numero de
muestras fue a partir de lavado broncoalveolar con un 49.1%, seguido de cultivos de
biopsia de tejido muscular y 6seo en un 10.7% y posteriormente de muestras de orina en
el 7.1% (Figura 8).
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LIQUIDO PLEURAL, 2.7%
NO ESPECIFICADO, 0.89%

EXUDADOS, 1.8%

PUNTA DE CATETER, 0.9%
ABSCESOS, 1.8%

CULTIVO DE LIQUIDOS, 2.7%

SECRECION DE HERIDA,
3.6%

CULTIVO DE PROTESIS,
5.4%

EXPECTORACION, 3.6%

UROCULTIVO POR SONDA,
1.8%

HEMOCULTIVO CATETER,
2.7%

HEMOCULTIVO
PERIFERICO, 0.9%

Figura 8. Frecuencia en porcentaje del tipo de muestras analizadas.

7.1.1. Microorganismos aislados de las muestras analizadas
De las muestras analizadas, se recuperaron diversos microorganismos. Teniendo como

resultados, 84 cultivos positivos y 28 cultivos negativos. En los cultivos positivos, se
observé que la enfermedad infecciosa en el hospedero era generada por mas de un
microorganismo. Teniendo la mayor frecuencia, cultivos con aislamientos de Candida
albicans, seguido de especies de Candida no-albicans y posteriormente diversos géneros

bacterianos y fungicos (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencia de microorganismos aislados a partir de las muestras clinicas.

7.2.Resultados de las muestras analizadas con aislamientos de Candida spp
De un total de 84 muestras positivas en cultivo, 50 presentaron desarrollo de diferentes

especies de levaduras del género Candida spp. En cuanto al sexo en los pacientes de
las muestras analizadas con aislamiento de Candida spp, obtuvimos que un 44%
corresponden al género masculino y un 56% al género femenino, observando que afecta

por igual a ambos sexos (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de muestras positivas a Candida spp por sexo de los pacientes.

En cuanto a la edad de los pacientes, se encontré que el género Candida spp afecta a
todas las edades y que es mas frecuente en la edad adulta en un rango de 46 a 76 anos
(Figura 11).

2 4 6 8 10 12 14
Frecuencia en numero de muestras positivas a Candida spp.

Figura 11. Numero de muestras positivas a Candida spp respecto a las edades de los pacientes.
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7.2.1. Tipo de muestras analizadas con aislamiento de Candida spp
De un total de 50 muestras positivas con aislamiento de Candida spp, encontramos que

la mayor frecuencia es en cultivos de biopsia con un 22%, seguido de muestras de orina
16%, lavados broncoalveolares 12%, cultivo de protesis 10%, 6% de hemocultivos de
catéter y 2% en hemocultivos periféricos (Figura 12). En varias de estas muestras con
aislamiento de Candida spp, se aislaron otros microorganismos, determinado que se

trataba de infecciones polimicrobianas.
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DOPUNTA DE CATETER D EXUDADOS oNO ESPECIFICADO

Figura 12. Porcentaje de los tipos de muestras con aislamiento de Candida spp.
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7.2.2. Especies de Candida spp aisladas de las muestras clinicas

Se realizé la identificacion a nivel de género y/o especie de las 50 cepas levaduriformes,
42 de ellas se pudieron identificar mediante el método semiautomatizado VITEK®2
compact y 8 cepas no se identificaron, considerandose como sospechosas para Candida
auris, tomando en consideracion la definicion de caso probable de infeccion por C. auris
publicado en el aviso epidemiolégico emitido por la CONAVE en septiembre de 2021.
Del total de las cepas analizadas, el 50% corresponden a Candida albicans siendo esta
la especie mas frecuente, seguido de un 10% de Candida tropicalis y Candida
parapsilosis, 8% para Candida glabrata, 4% Candida krusei y 2% Candida utilis (Figura
13).

0%

@ Candida albicans O Candida tropicalis @ Candida krusei
O Candida parapsilosis @ Candida glabrata O Candida utilis
@ Candida spp @ Candida auris

Figura 13. Porcentaje de especies de Candida spp aisladas de las muestras clinicas.

En estos 50 aislamientos con Candida spp, no encontramos ninguna cepa de C. auris,
pero consideramos 8 casos presuntivos, debido a que las cepas no pudieron ser

identificadas mediante el uso del método semiautomatizado Vitek2 compact.
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7.2.3. Perfil de susceptibilidad de los aislados de Candida spp
Se determino el perfil de susceptibilidad a cuatro antifungicos a 41 cepas de Candida spp.

Se consideraron los puntos de corte para concentracion minima inhibitoria (CMI) de la
guia CLSI M27M44S-ED3:2022 y se tomo en cuenta que, de las especies aisladas, solo
Candida krusei tiene resistencia intrinseca o IR a fluconazol. Se determino en este
analisis, que cada vez es mas frecuente encontrar cepas de Candida albicans y Candida
no-albicans que presentan resistencia a azoles y equinocandinas, los cuales son grupos
de farmacos antifungicos empleados como tratamiento en infecciones invasivas o
sistémicas a nivel hospitalario. En la figura 14 se puede observar el numero de cepas de
cada especie aislada y el porcentaje de susceptibilidad, resistencia intermedia y

resistencia para cada antifungico.
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Figura 14. Perfil de susceptibilidad a antiflingicos de 41 cepas de Candida spp. 25 cepas de C.

albicans, 4 cepas de C. glabrata, 2 cepas de C. krusei, 5 cepas de C. parapsilosisy 5 cepas de C. tropicalis.
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7.3.Caracterizacion fenotipica de los aislados de Candida auris
Al no encontrar aislamientos de Candida auris en las muestras clinicas analizadas de los

9 centros hospitalarios en la Ciudad de Puebla, se continuo el proyecto con la
caracterizacion de C. auris utilizando 3 cepas donadas pertenecientes al clado Il
correspondiente a Sudafrica. 1 cepa tipo clado Ill y 2 cepas provenientes de aislados

clinicos (sangre y orina).

7.3.1. Analisis morfolégico
C. auris presenta distintas morfologias utilizando diferentes medios de cultivo. Para poder

observar estas diferencias morfolégicas, las cepas de C. auris las cultivamos en placas
de agar sangre de carnero, agar dextrosa Sabouraud y CHROMagar® Candida Plus, para
posteriormente ser tefidas por Gram y observar la morfologia celular.

En ASC y SDA se observo una morfologia microscépica de levadura de forma ovalada y
células en gemacién, en CHROMagar® Candida Plus, se apreciaron células relativamente
mas redondeadas, pero algo importante, es que no se observaron células hifales o
pseudohifales en comparacion con Candida albicans.

En cuanto a la morfologia macroscopica en los medios ASC y SDA se observo un fenotipo
de colonia similar a otros géneros de Candida spp, apreciandose colonias cremosas,
redondas, de color blanco-amarillento, pero en CHROMagar® Candida Plus se apreciaron
colonias de color azul con halo azul al reverso de la placa, siendo esta caracteristica
unica para esta especie de acuerdo con lo que indica el fabricante en el inserto (Figura
15).
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ASC

CHROMagar

C. auris aislada de orina C. auris aislada de sangre

Figura 15. Tinciéon de Gram y morfologia colonial de los aislados de C. auris. Se utilizaron diversos
medios de cultivo. SDA: agar dextrosa Sabouraud, ASC: agar sangre de carnero. En SDA o ASC se
observan colonias cremosas, redondas, de color blanco-amarillento y en CHROMagar Candida Plus se

aprecian colonias de color azul con halo azul al reverso de la placa.

7.3.2. Formacion de tubos germinales
Se demostré que las tres cepas de Candida auris no desarrollan tubo germinal cuando

se realiz6 la induccion de esta estructura utilizando suero humano, como control positivo
para tubo germinal se utilizé una cepa ATCC de Candida albicans y a Candida tropicalis
como control negativo, observandose en la Figura 16 la formacion de tubo germinal solo

en C. albicans.
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Cepa de C. auris (-) Cepa C. albicans (+) Cepa de C. tropicalis (-)

Figura 16. Determinacién de tubo germinal. a) C. auris negativo a tubo germinal, b) C. albicans positivo

a tubo germinal (recuadro rojo) y c¢) C. tropicalis negativo a tubo germinal.

7.3.3. Siembra en CHROMagar® Candida Plus
Para observar el fenotipo de colonias que expresa Candida auris utilizando un medio

cromogénico, se sembré en medio CHROMagar® Candida Plus. Observandose que los
3 aislamientos de C. auris formaron colonias azul claro con un halo azul al reverso de la
placa, en comparacion con otras especies con las cuales se pudiera confundir empleando
este agar, como Candida tropicalis, que forma colonias de color azul con halo rosa.

Utilizando CHROMagar Candida, C. auris forma colonias de color purpura o malva, la
cual se puede confundir con otras especies de Candida spp, como Candida glabrata. En
la figura 17 se muestra el fenotipo de colonias de Candida auris empleando ambos
medios de cultivo, siendo el CHROMagar® Candida Plus mas efectivo para deteccion de

C. auris.
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CHROMagar Candida Plus
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Figura 17. Fenotipo de colonias de C. auris, Candida albicans y Candida tropicalis en CHROMagar
Candida y Candida auris en CHROMagar Candida Plus. a) C. auris con colonias azules-lilas y halo azul
al reverso de la placa, b) C. auris en CHROMagar Candida con colonias moradas, c) C. albicans con

colonias verdes y d) C. tropicalis con colonias azul metalico.

7.3.4. Formacion de pseudohifas en C. auris y analisis morfoloégico en
distintas condiciones de cultivo

Se realizo un ensayo con el objetivo de observar si C. auris presenta cambios en su
morfologia cuando es cultivada utilizando distintos medios de cultivo y distintas
temperaturas.

Cuando se cultivo a una temperatura de 25°C, en suero humano se observo un fenotipo
agregativo y en los medios YPD y YPD suplementado con NaCl no hubo algun cambio
aparente, en comparacion con C. albicans que en suero humano y YPD ya se apreciaba

la formacion de pseudohifas (Figura 18).

54



C. auris 25°C SH

C. albicans 25°C YPD C. albicans 25°C YPD+NaCl 10% C. albicans 25°C SH

Figura 18. Analisis morfolégico de Candida auris y Candida albicans utilizando diferentes medios
de cultivo a una temperatura de 25°C. a) Levaduras de C. auris. b y c) células con fenotipo agregativo

de C. auris. d) levaduras de C. albicans. e y f) Tubo germinal de C. albicans.

Por otra parte, a una temperatura de 37°C, C. auris nuevamente presento el fenotipo
agregativo utilizando suero humano, y en los medios YPD y YPD suplementado con NaCl
se notd un mejor desarrollo en comparacion a la temperatura de 25°C, sin la formacion

de pseudohifas (Figura 19).

55



C. auris 37°C SH

C. albicans 37°C YPD C. albicans 37°C YPD+NaCl 10% C. albicans 37°C SH

Figura 19. Anélisis morfolégico de Candida auris y Candida albicans utilizando diferentes medios
de cultivo a 37°C. a) Células unicelulares de C. auris. b y c¢) Células con fenotipo agregativo de C. auris.

d) levaduras de C. albicans. e y f) Tubo germinal y pseudohifas de C. albicans.

Finalmente, cuando fue incubada a una temperatura de 42°C, en suero humano continuo
presentando el fenotipo agregativo y en los medios YPD y YPD suplementado con 10%
de NaCl se comenz6 a observar la formacion de pseudohifas (Figura 20 y 22). En el tubo
con el medio YPD mas 10% de NaCl la masa celular fue abundante en comparacién con

C. albicans, donde fue limitado el desarrollo (Figura 21).

56



e s W 0

C. albicans 42°C YPD C. albicans 42°C YPD+NaCl 10% C. albicans 42°C SH

Figura 20. Anélisis morfolégico de Candida auris y Candida albicans utilizando diferentes medios
de cultivo a 42°C. a) Células unicelulares de C. auris. b) Pseudohifas de C. auris cuando fue incubada en
medio YPD suplementado con NaCl 10% a 42°C. ¢) Células agregadas de C. auris. d) Células

levaduriformes de C. albicans. e) Células levaduriformes de C. albicans. f) Pseudohifas de C. albicans.

C. auris C. albicans

3 3

Figura 21. Cultivo de C. auris y C. albicans en medio YPD suplementado con 10% de NaCl a 42° C.
Se observa una abundante masa celular en el aislado de C. auris y en C. albicans se nota un escaso
desarrollo cuando fue incubada durante 48 horas.
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Figura 22. Formacién de pseudohifas basicas de C. auris. Pseudohifas producidas por C. auris (circulo
rojo) cuando fue incubada en medio YPD suplementado con NaCl 10% a una temperatura de 42°C durante
48 horas.

7.4.Formacion de biopeliculas
De los tres aislados de C. auris analizados mediante el método semicuantitativo en

microplaca de poliestireno, todas fueron capaces de formar biopeliculas y lo hicieron
como “poco formadoras” (Figura 23). Con el método cualitativo utilizando el agar SBD
suplementado con rojo Congo, ninguna de las tres cepas formé colonias rojas, indicando

que no producen exopolisacaridos (Figura 24).
Tabla 8. Densidades o6pticas obtenidas en la determinacién de biopeliculas por el método

semicuantitativo para cepas de C. auris.

DOc (control Candida Candida auris Candida auris Candida auris
negativo) albicans (cepa tipo) (orina) (sangre)
1 0.192 0.298 0.192 0.171 0.196
2 0.155 0.323 0.219 0.197 0.181
3 0.167 0.301 0.153 0.194 0.187
Promedio 0.171 0.307 0.188 0.187 0.188
DO: 0.171
2xDOc: 0.343
4xDOc: 0.685
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Tabla 9. Capacidad de formaciéon de biopeliculas de tres cepas de C. auris por el método

semicuantitativo.

0.17

No formadoras | DOs<DOc 7 0.307<0.171 0.188<0.171 T 0.187<0.171 0.188<

Poco formadoras DOc<DO<2xD0c 0.171<0.307<0.343 | 0.171<0.188<0.343 | 0.171<0.187<0.343 | 0.171<0.188<0.343
Formadoras moderadas | 2xDOc<DOs4XDOc | 0.343<0.307<0.685 | 0.343<0.188<0.685 | 0.343<0.187<0.685 | 0.343<0.188<0.685
Formadoras fuertemente 4xD0Oc<DO 0.685<0.307 0.685<0.188 0.685<0.187 0.685<0.188

Criterios para la clasificacion de produccion de biopeliculas de acuerdo con Stepanovic
et al.: no formadoras DO < DOc, poco formadoras DOc < DO =< 2xDOc, formadoras

moderadas 2xDOc < DO < 4xDOc y formadoras fuertemente 4xDOc < DO.

4

| I
0
NO POCO FORMADORAS FORMADORAS
FORMADORAS FORMADORAS MODERADAS FUERTES

B C. albicans MC. auris

Figura 23. Formacion de biopeliculas en C. auris y ATCC de C. albicans.

Candida auris (sangre)

Candida albicans Candida auris (orina)

Figura 24. Prueba cualitativa para la determinacién de biopeliculas. a) Prueba negativa para formacion
de biopeliculas en C. albicans. b y ¢) Colonias blancas de C. auris indicando que no hubo absorcion del
colorante y produccién de exopolisacaridos considerandose prueba negativa para formacion de

biopeliculas.
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7.5.Determinacién del perfil de susceptibilidad a antifungicos
Se realizé el perfil de resistencia a antifungicos a las cepas de C. auris y se evalud la

susceptibilidad a 3 antifungicos. Limitdndonos a determinar el tamafo en milimetros del
halo de inhibicidon que presentaron los aislados sin poder interpretar el resultado, debido
a que actualmente no existen puntos de corte para C. auris en las guias CLS| y EUCAST.
Los antifungicos utilizados fueron: fluconazol e itraconazol (azoles), caspofungina

(equinocandina) y anfotericina B (polieno).

a b

Fluconazol Caspofugina Fluconazol omm Caspofungina

30 mm

0 mm 30 mm

Anfotericina B

5.z 19 mm
AnfotericinaB 17 mm

C. auris aislada de sangre C. auris aislada de orina

Figura 25. Susceptibilidad a antifliingicos en C. auris. a) Perfil de susceptiblidad a antifingicos en cepa
de C. auris aislada de hemocultivo b) Perfil de susceptiblidad a antifingicos en cepa de C. auris aislada de

muestra de orina.

Se determind in vitro, que en las 3 cepas de C. auris hubo inhibicion del crecimiento
utilizando caspofungina, medianamente utilizando anfotericina B y no hubo inhibicién con

fluconazol (Figura 25 y 26).
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Tabla 10. Perfil de susceptibilidad a antifungicos en las cepas de C. auris por el método de Kirby-

Bauer.
Cepa tipo C. auris
Cepa CA2 Cepa CA3
CA1
Fluconazol 0 mm 0 mm 0 mm
Caspofungina 29 mm 30 mm 30 mm
Anfotericina 17 mm 17 mm 19 mm
Itraconazol 28 mm 27 mm 28 mm

Tipo de antifungico

Fluconazol 0

0 5 10 15 20 25 30 35
Promedio del halo de inhibicion (mm)

Figura 26. Promedio de los halos de inhibicion en los aislamientos de C. auris. Se utilizaron los

antifingicos fluconazol, caspofungina y anfotericina B.

Determinando una mayor efectividad in vitro cuando se utilizé el grupo de antifungicos
equinocandinas, y una actividad de inhibicién nula usando fluconazol. Observamos que
también hubo inhibicién utilizando itraconazol; sin embargo, no se consider6é en la
interpretacion debido a que este antifungico no esta indicando como tratamiento de

primeria eleccion para candidiasis invasiva.

7.6.Deteccion por PCR
Se amplificd el gen que codifica para la proteina de membrana plasmatica anclada a

glicosilfosfatidilinositol (GPI) especie especifica QG37_3410 para la deteccién por PCR
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especie especifica de aislamientos de C. auris. Inicialmente utilizando los
oligonucledtidos con las cepas CA1, CA2 y CA3 de C. auris y como control negativo una
cepa ATCC de C. albicans. Se obtuvo del producto de PCR un amplicon de 137 pb en las
3 cepas de C. auris, y en C. albicans no hubo amplificado (Figura 27).

M C@# Cal Cal Ca2 Ca2 C() M
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Gmm 137 pb

1.7% agarosa

Figura 27. Confirmacién molecular de C. auris. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los
resultados de PCR especie especifica. Carril 1: marcador de peso molecular 100 pb; Carril 2: cepa de C.
auris control positivo; Carril 3y 4: cepa CA2; Carril 5y 6: cepa CA3 y Carril 7: cepa ATCC de C. albicans 'y
Carril 8: marcador de peso molecular.

Se realizd la amplificacion del gen QG37_3410 que codifica para una proteina GPI
especie especifica en C. auris mediante PCR especie especifica a las 8 cepas que
consideramos como casos sospechosos para C. auris, sin embargo, en ninguna de las
cepas se observo el amplicdn esperado, por lo que no son C. auris (Figura 28). Para este
segundo gel, se ocupé como control positivo una cepa de C. auris y para el control

negativo se utilizé la cepa ATCC de C. albicans.
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7%. Carril 1: marcador de peso molecular 100 pb; Carril

2: control positivo C. auris; Carril 3 y 4: Mx1; Carril 5: Mx2; Carril 6: Mx3; Carril 7: Mx4 y Carril 8: control
negativo ATCC C. albicans.
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8) DISCUSION
Candida auris es una especie de levadura que actualmente representa una grave

amenaza para la salud publica a nivel mundial, siendo capaz de causar infecciones
invasivas asociadas a una alta tasa de mortalidad (Sikora et al., 2023). Esta nueva
especie fue descrita por primera vez en 2009, y desde entonces ha sido aislada y
reportada en mas de 35 paises a nivel mundial a excepcion de la Antartida.
Actualmente esta especie se asocia con el entorno hospitalario y ha sido encontrada
en diversas superficies hospitalarias donde puede sobrevivir durante periodos
prolongados (Sabino et al., 2020).

Se desconocen las razones de la aparicion simultanea de cinco clados a nivel global,
planteandose diversas hipotesis, mencionando que fue debido a un aumento en el
uso indiscriminado de antifungicos, asociado a los cambios ambientales que se estan
presentando recientemente o que exista algun reservorio natural o animal aun no
identificado. En estudios epidemioldgicos iniciales de los reportes de C. auris, se
encontré que varios de los pacientes que desarrollaron una enfermedad infecciosa
por C. auris habian estado recibiendo terapia con antifungicos en el momento en que
esta especie fue aislada, sugiriendo dicho hallazgo, que la presion selectiva ejercida
por los antifungicos puedo haber resultado en la aparicion de esta nueva especie de
Candida no-albicans (Forsberg et al., 2019).

Recientemente estamos observando esa emergencia de especies de Candida spp las
cuales se han convertido en una de las principales causas comunes de infecciones
por hongos a nivel hospitalario, siento aun Candida albicans la mas frecuente
(Jiménez-Guerra et al., 2018; Sobel, 2006). Existen especies de Candida que se
encuentran de forma comensal en el hospedero humano y otras han surgido como
patdogenos emergentes. El desarrollo de candidemia en pacientes hospitalizados cada
vez es mas frecuente, principalmente en aquellos pacientes que se encuentran en las
unidades de cuidados intensivos o con algun proceso de inmunosupresion, ya que la
patogenicidad de estos microorganismos se ve influenciada por el estado inmune o la
enfermedad de base del hospedero (Richards et al., 2000).

Dentro de los factores de riesgo que favorecen al desarrollo de candidemia, se

encuentran: pacientes en estado critico, estancia hospitalaria prolongada, uso de
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sonda urinaria, tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, uso de catéter venoso
central, comorbilidades, HIV/SIDA o que el paciente haya sido sometido a algun
procedimiento quirdrgico (Alvarez-Lerma et al., 2003). En estos casos, los clinicos
optan por dar tratamiento con antifungico como medida profilactica, siendo el
fluconazol el farmaco de eleccién (Maldonado et al., 2016).

En este proyecto se analizaron 112 muestras clinicas de pacientes, tomadas en
diversos centros hospitalarios en la ciudad de Puebla, las cuales fueron seleccionadas
por cumplir con los siguientes criterios: pacientes con probable diagndstico de
candidemia, hospederos con factores de riesgo, que tuvieran una terapia con
antibioticos de amplio espectro, estancia prolongada en la unidad hospitalaria o
aquellas muestras con aislamientos previos de Candida spp y que no hayan sido
identificadas por métodos fenotipicos convencionales.

Del total de las muestras estudiadas, se obtuvieron 28 resultados negativos por cultivo
y 84 positivos con aislamientos de diversos microorganismos, dentro de los cuales,
en una gran proporcion de las muestras se presentd desarrollo de mas de un
microorganismo, notando que muchas de las enfermedades infecciosas a nivel
hospitalario, sobre todo en muestras pulmonares o de tejido blando son de origen
polimicrobiano. En las muestras analizadas positivas por cultivo, obtuvimos que el
microorganismo con mayor frecuencia de aislamiento fue C. albicans, seguido de
otras especies de Candida no-albicans, incluso por encima de aislamientos
bacterianos. En diversos estudios, mencionan los factores de riesgo principales para
que el hospedero humano desarrolle candidemia, teniendo ligera predileccion por el
sexo femenino y con pacientes en un rango de edad superior a los 65 afios (Alvarez-
Lerma et al., 2003). En nuestro trabajo, realizado en un periodo de enero 2023 a mayo
2024, obtuvimos una media de edad de 58.5 afios, y ligeramente mayor predileccion
por el sexo femenino con un 56% de la poblacién contra un 44 % de sexo masculino.
Por lo que podriamos considerar al sexo del hospedero como un factor de riesgo en
nuestra poblacion para el desarrollo de infeccion por C. auris.

Para este trabajo, analizamos muestras obtenidas de distintos sitios anatomicos de
las cuales habia una alta sospecha de enfermedad infecciosa, teniendo una mayor

frecuencia en muestras de vias respiratorias bajas tomadas por lavado
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broncoalveolar, biopsias de diferentes tejidos que tenian como antecedente una lesion
normalmente con secrecion purulenta, asi como en muestras de orina y material
metalico “prétesis”. Un estudio encontré que la candiduria puede aparecer de forma
tardia posterior a la segunda semana de estancia en la unidad hospitalaria y solo del
1-8% de los pacientes con diagnéstico de candiduria, pueden desarrollar candidemia,
con un mayor riesgo aquellos que se encuentran en estado critico. (Alvarez-Lerma et
al., 2003; Bougnoux et al., 2008).

De las 84 muestras positivas por cultivo, en 50 se aislaron distintas especies de
Candida, con un 50% correspondiente a Candida albicans, siendo esta especie aun
la mas frecuente, seguido de un 16% de Candida spp, 10% de Candida tropicalis y
Candida parapsilosis, 8% Candida glabrata, 4% Candida krusei, 2% Candida utilis y
0 % de Candida auris. Observamos una gran presencia de Candida spp en las
muestras analizadas, considerando que el 95.5% de los pacientes se encontraban
hospitalizados, se cree que una gran cantidad de los pacientes estaba bajo
tratamiento con antibioticos, lo que pudo haber favorecido la colonizacién e infeccion
por Candida tras verse afectada la carga de microbiota bacteriana del hospedero.
Distintas especies de Candida son comensales, pero pueden llegar a ser patdégenos
e invadir distintos sitios anatomicos, su morfologia levaduriforme se asocia a la
diseminacion mientras que la fase de pseudohifas esta involucrada con el proceso de
adhesion, invasion y actividad proteolitica (Writeway et al., 2007).

Determinamos el perfil de resistencia a antifungicos y evaluamos la susceptibilidad de
las cepas de Candida spp que fueron aisladas de las muestras, tomando como
referencia los puntos de corte de susceptibilidad de la guia CLSI M27M44S-
ED3:2022, considerando que solo Candida krusei (P. kudriavzevii) presenta IR a
fluconazol. Observamos que cada vez incrementa la emergencia de cepas de
Candida no-albicans con resistencia a antifungicos, sobre todo en aquellos que estan
indicados como tratamiento para candidiasis invasivas o candidemia. El fluconazol es
el principal antifungico utilizado como tratamiento para las infecciones por Candida
tanto en adultos como en pediatricos, debido a su elevada biodisponibilidad siendo
superior al 90% (Bougnoux et al., 2008). En este trabajo, solo C. albicans presento el

mayor porcentaje de susceptibilidad a azoles y equinocandinas con un: 88%
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susceptibilidad al fluconazol, 84% voriconazol, 92% caspofungina y 84% a
micafungina en un total de 25 aislamientos. En un total de 4 cepas de C. glabrata, se
obtuvo un resultado alarmante debido a que un 25% de los aislamientos presento
resistencia a caspofungina y micafungina, 25% intermedio a caspofungina y solo el
50% de las cepas fueron susceptibles a estos antifungicos considerando que CLSI
recomienda el uso de estos farmacos como tratamiento de eleccion para infecciones
causadas por esta especie. En cuanto a las otras especies encontradas, presentaron
buenos porcentajes de susceptibilidad utilizando azoles y equinocandinas.

Alos 50 aislamientos de Candida spp, se les realizo una identificacion previa utilizando
el sistema semiautomatizado Vitek2 compact, pudiendo llegar a género y especie en
42 cepas y 8 no pudieron ser identificadas, considerandolas como casos sospechosos
a C. auris, debido a que cumplian con la definicién de caso probable de infeccion por
C. auris emitido por la CONAVE en México en septiembre de 2021, el cual cita que
toda persona con una infeccion invasiva y donde se aislen levaduras, principalmente
del género Candida, acorde a los siguientes criterios: levaduras identificadas
erroneamente como Candida haemulonii, Candida sake, Candida duobushaemolonii,
Candida intermedia, Candida catenulata, Saccharomyces kluyveri, Candida
parapsilosis, Candida lusitanie, Candida famata, Candida guillermondii, Rhodotorula
glutinis por meétodos fenotipicos o presenten colonias rosas o moradas en
CHORMagar Candida o resistencia a fluconazol =28 mg/mL deben ser descartados
mediante el uso de técnicas moleculares confirmatorias debido a que los sistemas
como Vitek2 aun no son capaces de identificar con precisién a C. auris debido a una

estrecha relacion filogenética con el complejo C. haemulonii.

Al no obtener aislamientos de C. auris a partir de las muestras clinicas, pero si 8 casos
sospechosos, continuamos con la caracterizacién fenotipica y deteccion molecular de
estas 8 cepas sospechosas y 3 cepas de C. auris pertenecientes al clado Il
(Sudafrica) aisladas de muestras de orina y sangre. La identificacion de C. auris aun
presenta un desafio en los laboratorios de microbiologia clasica, frecuentemente es

identificada de manera errénea. Cuando la identificacidon se hace mediante métodos
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bioquimicos o automatizados, C. auris puede llegar a ser identificada como otras
especies del género Candida.

Para comenzar la caracterizacidn fenotipica de las cepas de C. auris, realizamos un
analisis morfolégico de C. auris, cuando es cultivada en diferentes medios de cultivo.
La morfologia colonial que presento C. auris cuando se usé agar sangre de carneroy
agar dextrosa Sabouraud fue de colonias cremosas, suaves de color blanco-
amarillento, en tincion de Gram observamos células levaduriformes ovaladas y
algunas en estado de gemacion. En CHROMagar Candida Plus, se observo un
fenotipo de colonias color azul con halo azul apreciable al reverso de la placa, siendo
este ultimo, un bueno método para sospechar de un caso de infeccién por esta
especie. En cuanto a la morfologia microscopica, observamos células relativamente
mas redondas y pequefias en comparacion con los otros dos medios utilizados.
Destacando de este analisis, que no se observaron pseudohifas. Diversas especies
de Candida presentan multiples formas celulares. En Candida albicans, estos cambios
estructurales reversibles se asocian con la virulencia del hongo, de forma similar C.
auris, expresa diversas morfologias celulares y coloniales en las que se incluyen la
forma levaduriforme, filamentosa, fenotipo agregativo o alargada (Xu et al., 2023).
Estos cambios o plasticidad morfolégica representan una estrategia importante que
utilizan algunos hongos para poder adaptarse a distintos entornos (Fan et al., 2021).
Otra prueba realizada en este trabajo para la caracterizacion fenotipica de los aislados
de C. auris, fue la induccién de tubo germinal también conocida como filamentacion
en suero, considerada una prueba sencilla y rapida para la identificacion preliminar
del complejo C. albicans (Morales et al., 2023). Los resultados de esta prueba fueron
negativos en el 100% de las cepas de C. auris como era lo esperado.

Diversos investigadores han demostrado que C. auris es incapaz de formar tubo
germinal, clamidoconidios, clamidosporas y pseudohifas en condiciones estandar, no
obstante, Borman et al., 2016 y Sherry et al., 2017, descubrieron la formacién de
pseudohifas rudimentarias en C. auris bajo ciertas condiciones especificas como altas
temperaturas o una concentracion incrementada de NaCl superior al 10% (Borman et

al., 2016; Sherry et al., 2017). Por lo tanto, la ausencia de tubos germinativos,
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clamidoconidios y clamidosporas en cepas de Candida que crecen a temperaturas de
42°C, podria ser sugestivo a pensar que se trate de C. auris (Osei, 2018).

Los aislamientos de Candida auris se sometieron a un analisis morfolégico cuando
fueron incubadas en diferentes medios de cultivo y distintas temperaturas. En este
analisis se determin6é que C. auris presenta dos morfologias celulares: células con
fenotipo agregativo y no agregativo principalmente cuando se utilizd6 suero humano,
algunos autores han demostrado que las células agregantes no se podian separar por
accion mecanica utilizando vortex o mediante la accion de tratamientos quimicos,
sugiriendo que esta agregacion no se debe a la floculacion o formacién de
biopeliculas, sino a la incapacidad de separacion de las células hijas después de la
gemacion (Ben-Ami et al., 2017; Borman et al., 2015; Sherry et al., 2017). Estos
mismos autores determinaron mediante estudios de infeccibn en modelos por G.
mellonella, que las células no agregadas son mas virulentas y patdogenas que las
agregadas (Ben-Ami et al., 2017).

En este mismo analisis fenotipico, pusimos de manifiesto la adaptacion de C. auris a
diferentes entornos ambientales. La mayoria de los hongos no pueden sobrevivir a
temperaturas corporales humanas, por ende, no pueden colonizar y causar la
enfermedad infecciosa, sin embargo, se ha observado que Candida auris puede
crecer a temperaturas incluso superiores a los 40°C. Otra caracteristica particular de
C. auris es su osmotolerancia para soportar concentraciones de NaCl superiores al
10% en comparacion con otras especies de Candida (Du et al., 2020). En este trabajo
observamos que las cepas de C. auris formaron estructuras similares a pseudohifas
cuando los incubamos en medio YPD suplementado con 10% NaCl y a una
temperatura de 42°C, algunas investigaciones sugieren que este cambio morfoldgico
puede ser debido a su adaptacion a condiciones estresantes. Estas dos
caracteristicas son unicas en esta especie y podrian contribuir a explicar su
persistencia y supervivencia en diferentes superficies como dispositivos médicos
durante tiempos prolongados (Welsh et al., 2017).

La persistencia en condiciones ambientales adversas es una caracteristica distintiva

de C. auris que la distingue de la mayoria de los demas patdgenos fungicos humanos.
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También evaluamos el fenotipo colonial de C. auris utilizando el medio CHROMagar
Candida Plus. En el 100% de los aislados de C. auris observamos colonias color azul
claro con halo azul visible al reverso de la placa, los resultados obtenidos fueron
consistentes con lo que reporta la literatura. Utilizamos un unico tiempo de incubacion
de 48 horas a una temperatura de 37°. El uso de CHROMagar Candida Plus puede
llegar a ser una opcion bastante util para una identificacion visual sugestivo a casos
sospechosos de C. auris, sin embargo, algunos investigadores mencionan que este
método puede tener una baja sensibilidad para C. auris cuando se trabaja una
muestra primaria para cultivo que contenga una microbiota abundante,
particularmente si existen otras levaduras en una alta cantidad (Bentz et al., 2018).
Estas caracteristicas fenotipicas especificas como la ausencia de pseudohifas y la
morfologia colonial en CHROMagar Candida Plus contribuyen a diferenciar a C. auris
de otras especies y podrian ser una estrategia para su diagnostico temprano en los
hospitales.

En caso de obtener un caso sospechoso para Candida auris, este siempre debe
confirmarse por un método de identificacibn molecular como secuenciacion,
espectrometria de masas o deteccion por PCR especie especifica la cual tiene una
ventaja frente a los otros dos métodos debido a que es una técnica mas rapida,
accesible y economica que puede ser implementada por los laboratorios de

microbiologia clinica.

Candida auris presenta una transmisién nosocomial de forma descontrolada, siendo
esto una sefial alarmante, debido a que esta especie tiene rasgos unicos que pudieran
estar involucrados en la rapida propagacion a nivel hospitalario. Igual que otras
especies, C. auris puede formar biopeliculas, siendo este, un mecanismo involucrado
en la capacidad de colonizar la piel, vivir en el ambiente hospitalario, resistencia a
antifungicos y causar una enfermedad infecciosa invasiva (Horton, 2020).

En este trabajo realizamos la determinacion de formacion de biopeliculas, mediante
la cuantificacion de la biomasa producida, encontrandose que las 3 cepas de C. auris
fueron débil formadores de biopelicula de acuerdo con la clasificacién de Stepanovic

et al. en 2007. En un estudio realizado por Larkin et al. en 2017, determinaron que 15
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aislamientos de Candida auris, mostraron resultados consistentes a la formacion de
biopeliculas, revelandose que las biopeliculas formadas por C. auris son
significativamente mas delgadas a las de C. albicans, y tienen una cantidad limitada
de matriz extracelular (Larkin et al., 2017). Este método de analisis utilizando cristal
violeta tife las células metabdlicamente activas e inactivas de las biopeliculas,
considerandose una de las pruebas mas recomendables y apropiadas para dicha
determinacion acorde con lo que mencionan Moreno et al. (Moreno et al., 2020).
También utilizamos un método cualitativo empleando medio SBD suplementado con
colorante rojo Congo, que tiene como fundamento la discriminacién de colonias de
color rojo-negro en aquellos aislados capaces de producir exopolisacaridos y colonias
blancas-amarillentas en aislamientos no formadores de esta matriz de acuerdo con lo
especificado por Bravo et al. en 2005 adaptando este método para hongos. Se obtuvo
por este método cualitativo que el 100% de los aislados fueron considerados como no
formadores de biopeliculas, al obtener colonias color blancas sin algun cambio en su
tonalidad. Considerando a este método como poco efectivo para evaluar la formacion
de biopeliculas en aislamientos de C. auris, ya que, ante un resultado negativo, la

cepa debe ser analizada por el método de microplaca.

Uno de los factores mas importantes, motivo por el cual C. auris representa una grave
amenaza a la salud publica a nivel mundial, es su resistencia a multiples farmacos
antifungicos utilizados rutinariamente, generando infecciones graves y altas tasas de
mortalidad (Larkin et al., 2017). Es indispensable que a cualquier caso confirmado de
C. auris, se le realice el perfil de susceptibilidad a antifungicos. Utilizamos para este
trabajo, al menos un antifungico de cada grupo y evaluamos el comportamiento de las
cepas de C. auris. Las 3 cepas analizadas fueron resistentes al fluconazol, siendo
importante este hallazgo debido a que este antifungico es el mas utilizado en la
practica clinica porque es el que tiene 90% de biodisponibilidad. Usando
caspofungina, encontramos en las cepas analizadas, una susceptibilidad similar a lo
reportado por otros investigadores, quienes informaron que C. auris generalmente es
resistente a los azoles, pero susceptible a equinocandinas. También obtuvimos en

nuestros resultados que la anfotericina B tiene menor actividad de inhibicién en las
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cepas de C. auris, en comparacion con las equinocandinas, obteniendo resultados
consistentes con lo que reporta la CDC, mencionando que los aislamientos de C. auris
presentan en un 90% resistencia al fluconazol, 30% resistencia a los polienos y
aproximadamente un 5% de resistencia a las equinocandinas. Actualmente las guias
internacionales como el CLSI M27M44S-ED3:2022 no proporciona puntos de corte
para concentracion minima inhibitoria en azoles y equinocandinas para esta especie
de Candida, solamente indica el uso de rezafungina, siendo esta una equinocandina
de nueva generacidén que aun no se encuentra disponible para su uso (Morales et al.,
2017). Esto limita el tratamiento y genera que la eleccion del antifungico sea de forma
empirica. Estos resultados, son considerados criticos, siendo necesarias mas
investigaciones acerca de nuevas moléculas que tengan un efecto inhibidor sobre
aislamientos de C. auris y puedan ser utilizadas como tratamiento ante infecciones
invasivas por esta especie, ademas conocer mas sobre los mecanismos propuestos

de resistencia a antifungicos.

Candida auris representa una amenaza para la salud publica a nivel mundial y es de
suma importancia que el diagnostico sea rapido y preciso; sin embargo, esta especie
es frecuentemente identificada de forma errénea mediante métodos fenotipicos
convencionales, optando por los métodos moleculares como el estandar de oro para
la confirmacion de los casos sospechosos. Por ello, en este trabajo usamos un ensayo
de PCR para la deteccion molecular de C. auris, utilizando oligonucleétidos
especificos para un gen unico que codifica para una proteina GPI especie especifica
de C. auris. La especificidad de estos oligonucleétidos fue verificada anteriormente
por Ruiz-Gaitan et al., Siendo esta PCR bastante util para la identificacion de C. auris.
Inicialmente utilizamos los tres aislados de C. auris para corroborar la identidad de
estas, obteniendo un producto de amplificacion de 137 pb, coincidiendo con lo
reportado por Ruiz-Gaitan et al. Asi mismo, mediante este método, se confirmdé que
las ocho cepas sospechosas que aislamos de las muestras clinicas no son C. auris
ya que no amplificaron el gen, pese a que el comportamiento fenotipico en
CHROMagar de algunas de ellas fue bastante similar a lo reportado para C. auris.

Este método molecular podria sugerirse e implementarse como parte de los
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protocolos de identificacion y diagndéstico preciso de C. auris a nivel hospitalario, sobre
todo en aquellos paises o regiones con menor acceso al uso de tecnoldgicas
avanzadas y costosas.

Otro aspecto importante a considerar a nivel hospitalario, es la capacitacion constante
por parte del personal de laboratorio, para realizar una mejora sobre los métodos de
diagndstico e identificacion de hongos, en caso de no contar con el equipo necesario,
saber cuando sospechar de un caso de C. auris y remitir las cepas aisladas a un
laboratorio estatal para la identificacion oportuna, ademas de realizar un seguimiento
oportuno constante de las infecciones por Candida spp., especialmente de C. auris,
para asi detectar o prevenir posibles brotes de manera oportuna.

En resumen, Candida auris es una especie emergente de levadura con resistencia a
distintos antifungicos. Con este proyecto, se caracterizé el comportamiento fenotipico
de Candida auris comparandola con otras especies de Candida, realizamos la
estandarizacion de algunas pruebas que pueden llegar a ser utiles como cribado ante
casos sospechosos y finalmente utilizamos una PCR especie especifica como prueba
confirmatoria. Esta informacion es importante transmitirla para tomar las medidas
adecuadas ante un caso sospechoso de C. auris y poder prevenir su propagacion en

los hospitales ademas de agilizar el diagnostico por laboratorio.
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9) CONCLUSIONES

No se logré aislar a Candida auris de pacientes criticos en centros hospitalarios

privados de la ciudad de Puebla.

C. auris presenta cambios en su morfologia cuando es cultivada en diferentes medios

de cultivo.

No tiene la capacidad de formar tubos germinales inducidos con SH a 37°C.

El uso de CHROMagar® Candida Plus es un buen método para poder sospechar de

C. auris.

Cuando C. auris se incuba en condiciones de estrés (temperatura de 42°C y

concentracion de NaCl al 10%), se induce la formacion de pseudohifas.

Es termotolerante y haldfila.

Puede llegar a presentar un fenotipo agregativo.

Es capaz de formar biopeliculas.

C. auris clado lll presenta resistencia al fluconazol, medianamente resistente a la

anfotericina B y susceptible a caspofungina.
No es posible la identificacion de C. auris mediante métodos fenotipicos

convencionales o semiautomatizados, requiere su confirmacion mediante el uso de

técnicas moleculares.
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10)PERSPECTIVAS

Con la informacion obtenida implementar métodos de diagndstico mas eficientes,

oportunos y de facil acceso para los laboratorios de rutina.

El estudio y evaluacion de nuevas opciones terapéuticas para reducir su toxicidad en
pacientes en estado critico, pues suelen ser los mas susceptibles a contraer este tipo
de enfermedades infecciosas fungicas invasivas.

Planear una estrategia para prevenir su propagacion en los hospitales y encontrar su
reservorio ambiental, incluyendo la creacién de protocolos de limpieza especificos y
el monitoreo constante de reservorios potenciales a nivel hospitalario.

Estudiar y conocer mejor su biofisiologia.

Estudiar los mecanismos propuestos de resistencia a antifungicos.

Hacer difusion y promocién de la informacion a los laboratorios y centros hospitalarios

locales y estatales sobre esta nueva especie emergente, asi como la creacion de

talleres, capacitaciones y materiales educativos especificos.
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12)ANEXOS

Anexo 1. Tabla de medios de cultivo utilizados por tipo de muestra

Medios de cultivo

Agar
Tipo de Agar sangre AGar Y R dextrosa de?(?:orsa Agar Caldo Botella de
muestra de carnero g garg Sabouraud feniletilaicoh| .. . hemocultivo
= MacConkey | chocolate - Sabouraud tioglicolato =
5% pico de ol anaerobio
en placa
flauta
Aspirado X X X X
endotraqueal
Biopsia de X X X X X
tejido
Secrecion de
heridas e X X
hisopados
Lavado X X X X X
broncoalveolar
Hemocultivo
Catéter
intravascular X £ X
Liquido pleural X X
Piezas
metalicas X X X X X
"protesis" por
sonicado
Expectoracion X X
Urocultivo
chorro medio A X ®
Urocultivo por X X X
sonda
Absgesos 0 X X X X X
aspirados
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Anexo 2. Tabla de funcionalidad del CHROMagar Candida Plus de acuerdo con los
procedimientos internos MCD LAB S.A. de C.V.

Control microbiolégico Especificacion
. . .. Color de % de
Microorganismo Crecimiento . <.
colonia recuperacion
Candida albicans ATCC 60193 Bueno Verde — azul 250%
Azul claro
con halo
Candida auris CDC B11903 Bueno azul, visible 250%
en el reverso
de la placa
Candida tropicalis  ATCC 1369 Bueno  /'2ul metdlico >50%
con halo rosa
Candida krusei ATCC 14243 Bueno Rosas y >50%
rizadas
Candida glabrata ATCC 2001 Bueno Malva =50%
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido - -

Condiciones de incubacion: 48 horas a 30-37°C.
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