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Resumen: El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de aislamiento de Candida spp. en muestras clinicas de pacientes
ingresados en una unidad de cuidados intensivos y evaluar su perfil de susceptibilidad in vitro a fluconazol y voriconazol. Se evaluaron
60 pacientes, procesandose 194 muestras: 98 hemocultivos, 48 urocultivos cuantitativos, 46 secreciones traqueales y 2 puntas de catéter,
mediante siembra en agar cromogénico para Candida. El género y especie fue confirmado mediante las caracteristicas macroscopicas de
crecimiento, produccion de clamidoconidias, hidrolisis de la urea y asimilacion de carbohidratos. Para la evaluacion de la susceptibilidad
antifungica se utilizo el método de difusion en disco M44-A del Clinical and Laboratory Standard Institute. Se aislaron 37 levaduras
(73,0% de urocultivo en recuento significativo, 24,3% de secrecion traqueal y 2,7% de punta de catéter). C. tropicalis fue la especie mas
frecuente (43,2%) seguida de C. glabrata (21,6%) y C. albicans (13,5%), evidenciandose una distribucion diferente a la reportada en la
literatura. El 73% de los aislados fue sensible a fluconazol y el 89,2% al voriconazol. La frecuencia observada de candiduria, sugiere que el
urocultivo cuantitativo pudiera emplearse como estudio rutinario en pacientes recluidos en UCI, a fin de establecer estrategias terapéuticas
y profilacticas adecuadas.
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Isolation and fluconazol and voriconazol sensitivity of Candida species from patients
hospitalized at the Intensive Care Unit, Coro University Hospital, Falcon State,
Venezuela

Abstract: The aim of this work was to determine the frequency of isolation of Candida spp. in patients hospitalized in an intensive care unit
and evaluate their in vitro susceptibility to fluconazol and voriconazol. Sixty patients were evaluated through 194 samples, 98 hemocultures,
48 quantitative urocultures, 46 tracheal secretions, and 2 catheter tips inoculated in Candida chromogenic agar. The genus and species was
confirmed by the macroscopic growth characteristics, clamydoconidia production, urea hydrolysis, and carbohydrate assimilation. The anti-
fungal susceptibility was determined by the disk diffusion method M44-A of the Clinical and Laboratory Standard Institute. Thirty seven
yeasts were isolated (73.0% from urocultures with significant counts, 24.3% from tracheal secretion, and 2.7% from catheter tips). The most
frequent species was Candida tropicalis (43.2%), followed by C. glabrata (21.6%) and C. albicans (13.5%), showing a different distribution
from that reported in the literature. Regarding sensitivity, 73% of isolates were fluconazol sensitive and 89.2% voriconazol sensitive. The
frequency of Candida in the urine suggests that quantitative urocultures could be used as a routine study of patients hospitalized in an ICU
so as to establish adequate therapeutic and prophylactic strategies.
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Introduccion género Candida ha aumentado en los ultimos afios. Afecta
principalmente a individuos inmunocomprometidos y
La frecuencia de infecciones causadas por levaduras del pacientes internados en unidades de cuidados intensivos
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(UCI). Estos ultimos, pueden ser susceptibles debido a
alteraciones intrinsecas del sistema inmunitario secundarias
a desnutricion, translocacion bacteriana, neutropenia y
traumas mayores, asi como también por factores extrinsecos
relacionados con procedimientos invasores (catéter central,
ventilacidn mecanica, cateterismo vesical), hospitalizacion
prolongada y uso de nutricion parenteral, esteroides y
antibidticos de amplio espectro [1,2].

Estudios nacionales e internacionales reflejan un
incremento notable en el aislamiento de especies de Candida
diferentes a C. albicans en muestras clinicas. Sin embargo,
la distribucion de las especies puede variar seglin el area
geografica, centro hospitalario, tipo de pacientes, edad y la
muestra clinica analizada [3-6].

Paralelamente al incremento de las infecciones por
Candida spp. se han introducido nuevos agentes antifingicos
de mayor potencia y con un espectro mas amplio, pero la
elevada proporcion de fracasos terapéuticos, la aparicion
frecuente de efectos adversos y la emergencia de especies
fungicas intrinsecas o secundariamente resistentes, son
problemas crecientes que ain no han logrado resolverse
[7.8].

A pesar de la relevancia de las infecciones invasoras por
Candida spp. en pacientes recluidos en UCI, es escasa la
informacion sobre el perfil de susceptibilidad y especies
aisladas en nuestro medio. El objetivo de este estudio fue
determinar la frecuencia de estas especies, en muestras
clinicas de pacientes ingresados en una unidad de cuidados
intensivos y evaluar el perfil de susceptibilidad in vitro a
fluconazol y voriconazol.

Materiales y métodos

Se realizO una investigacion de tipo descriptiva y
prospectiva, durante 6 meses (Abril-octubre de 2012),
para aislar especies de Candida a partir de muestras de
sangre, orina (urocultivo cuantitativo), secrecion traqueal
y puntas de catéter, de pacientes ingresados en la UCI del
Hospital Universitario de Coro “Dr. Alfredo Van Gricken”
(HUCAVG), estado Falcon, Venezuela, y evaluar el perfil
de susceptibilidad a fluconazol y voriconazol.

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Bioética
del Area Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional
Experimental “Francisco de Miranda” (Fecha 07/11/2011),
manteniéndose lo estipulado en la Declaracion de Helsinki
de 1975, revisada en 1983.

Aislamiento e identificacion: Los hemocultivos se reco-
lectaron asépticamente tomando 10 mL de sangre venosa
periférica, arterial o de catéter venoso central (seglin las
condiciones clinicas del paciente), y fueron inoculados en
frascos comerciales con 40 mL de caldo soya (Bact/Alert,
Biomerieux ®, diluciéon 1/5). Las muestras fueron recolec-
tadas al ingreso del paciente, a las 48 horas y luego una vez
por semana. Posterior a la inoculacion de la sangre en caldo
soya, se extrajeron asépticamente 5 mL que fueron colo-
cados en tubos de ensayo estériles y centrifugados a 3.000

rpm durante 10 minutos; una parte del sedimento se sembro
en placas de Petri con agar cromogénico Candida (Oxoid
brillance™ Candida agar) suplementado con cloranfenicol,
incubandose a 37 °C por 48 horas en acrobiosis; el resto se
utiliz6 para realizar examenes microscopicos directos con
coloracion de Gram. Los hemocultivos fueron incubados a
37 °C en aerobiosis durante 10 dias y fueron evaluados dia-
riamente para detectar signos macroscopicos de crecimien-
to (enturbiamiento del medio, hemolisis, produccion de gas
o formacion de colonias en el fondo del frasco); en caso de
positividad y al finalizar el tiempo de incubacion, se reali-
zaron subcultivos en agar cromogénico, incubado bajo las
mismas condiciones descritas [9].

Las muestras de orina se obtuvieron semanalmente, en
recolectores de orina estériles, al momento del cambio de la
sonda vesical o por puncién de la misma. Se realiz6 siembra
con asa calibrada en agar cromogénico suplementado con
cloranfenicol e incubacion en las condiciones descritas
anteriormente. Adicionalmente, se realizd examen
microscopico al fresco del sedimento urinario. La presencia
microscopica de leucocitos, piocitos, levaduras y seudohifas
en el sedimento urinario y el recuento de colonias superior a
10.000 UFC/mL se consideraron criterios para candiduria.
Las infecciones mixtas fueron tomadas en cuenta debido a
que estos pacientes permanecian con catéter vesical durante
su hospitalizacion en la UCI [10,11].

Las muestras de secrecion traqueal se obtuvieron
semanalmente, por aspiracion a través del tubo endotraqueal
o del traqueotomo y se colectaron en tubos con tapa de rosca
que contenian 1 mL de solucion salina estéril. Se realizd
examen microscopico directo al fresco y siembra en agar
cromogénico suplementado con cloranfenicol e incubado a
37 °C durante 48 horas en acrobiosis [12].

Las puntas de catéter (segmento intravascular, 3-4 cm del
extremo distal) se obtuvieron asépticamente al momento
de su cambio. Fueron cultivadas dentro de las dos horas
siguientes de haber sido removidas, para prevenir la
desecacion. En la técnica de siembra e interpretacion de los
resultados se sigui6é el método semicuantitativo de Maki
[13].

Los aislamientos fueron identificados mediante las
caracteristicas macroscopicas de crecimiento en agar
cromogénico y por métodos convencionales: hidrolisis de
la urea, produccion de clamidoconidias y asimilacion de
carbohidratos [14].

Estudio de susceptibilidad a fluconazol y voriconazol: Se
realizé por el método de difusion en disco, descrito por el
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) en su
documento M44-A [15]. Se utilizd agar Miieller-Hinton
(BBL, Cockeysville, EE.UU) suplementado con glucosa al
2%y 0,5 pg/mL de azul de metileno. La superficie del agar se
inoculd con hisopo estéril humedecido en una suspension de
levaduras, ajustada a la turbidez del estandar 0,5 McFarland.
Se utilizaron discos de fluconazol (25ug) y voriconazol
(1ng) (Bioanalyse®), los cuales fueron colocados sobre la
superficie de las placas inoculadas y estas se incubaron en
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aerobiosis, a 37 °C; los resultados fueron evaluados a las
18-24 horas y la lectura se realiz6 visualmente, midiendo el
diametro (mm) del area donde se produjo una reduccion del
80% del crecimiento fiingico.

Los aislados se clasificaron como sensible (S), intermedio
(D), sensible dosis dependiente (SDD) o resistentes (R). Los
puntos de corte de referencia, expresados en milimetros
(mm) fueron: fluconazol S >17, SDD entre 14-16, R <13
para C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y SDD >15y
R <14 para C. glabrata [16]. En el caso del voriconazol: S
>17, L entre 15-16, R <14 para C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis y S >15, 1 entre 13-14, R <12 para C. krusei
[17].

Para la evaluacion de la susceptibilidad a fluconazol
y voriconazol de otras especies de Candida, asi como
levaduras de otros géneros, se emplearon los puntos de corte
descritos por el CLSI en su documento M44-S2: fluconazol
S>19, SDD entre 15-18, R <14 y voriconazol S >17, I entre
14-16 y R <13 [18].

Control de calidad del estudio de susceptibilidad: Se realizo
para cada ensayo, utilizando las cepas C. parapsilosis
ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258, suministradas por
el Departamento de Micologia, del Instituto Nacional de
Higiene, Caracas, Venezuela.

Analisis de los resultados: Se calculd la frecuencia absoluta
y porcentual de los aislados obtenidos por especie de
Candida, tipo de muestra y los porcentajes de sensibilidad a
los antifungicos, de forma global y por especie aislada.

Resultados

Se evaluaron 60 pacientes, procesandose 194 muestras:
98 hemocultivos (50,5%), 48 urocultivos cuantitativos
(24,7%), 46 secreciones traqueales (23,7%) y 2 puntas
de catéter (1%). En la tabla 1 se muestran las especies
de Candida aisladas segun el tipo de muestra clinica. Se

Tabla 1. Distribucion de las especies de Candida aisladas segun el tipo
de muestra clinica. Unidad de Cuidados Intensivos, Hospital Universitario
de Coro “Dr. Alfredo Van Grieken”, abril-octubre 2012. Coro-Falcon,
Venezuela.

Muestra clinica

Especie de

Candida Urocultivo Secrecin Pum’a de Hemocultivo foel
traqueal catéter

C. tropicalis 13 2 1 16 (43,2%)
C. glabrata 5 2 - - 8 (21,6%)
C. albicans 2 3 - - 5(13,5%)
C. parapsilosis 2 3 - - 2 (5.4%)
C. guilliermondii 2 - - - 2 (5.4%)
C. kefyr - - - - 1(2,7%)
*
om0 s

Total 27(73,0%) 9 (24,3%) 1(2,7%) 0 37 (100,0%)

*Complejo Trichosporon.

aislaron en total 37 levaduras, de las cuales, el 73% (n=27)
se obtuvo de urocultivos en recuento significativo; el resto
fue aislado de secrecion traqueal (24,3%) y punta de catéter
(2,7%). Todos los hemocultivos resultaron negativos. De
los urocultivos positivos, en el 76,2% (n=16) se aislo un
solo tipo de levadura y en el 23,8% hubo aislamiento mixto
(hasta 2 levaduras). Las especies aisladas en orina fueron:
C. tropicalis (48,2%), C. glabrata (18,5%), C. albicans,
C. parapsilosis y C. guilliermondii (7,4% c/u) y 3 aislados
no Candida, correspondientes al Complejo Trichosporon
(11,1%). De las muestras de secrecion traqueal, en la mitad
de los casos (n= 3), se aisld un solo tipo de levaduras y en
el resto se obtuvieron hasta 2 aislados, identificandose las
siguientes especies: C. albicans y C. glabrata (33,3% c/u),
C. tropicalis (22,2%) y C. kefyr (11,1%). En punta de catéter
se aislo, de una muestra, C. tropicalis.

C. tropicalis fue la especie mas aislada (43,2%), seguida
de C. glabrata (21,6%), C. albicans (13,5%), C. parapsilosis
(5,4%), C. guilliermondii (5,4%) y C. kefyr (2,7%) (Tabla
1). Se consider6 que esta investigacion deberia extenderse
a pacientes de otros centros de salud regionales, con la
finalidad de determinar si esta distribucion es autoctona o
existen variaciones locales en la frecuencia de las especies
de Candida seiialadas.

Las infecciones mixtas solo se observaron en muestras
de orina y secrecion traqueal (Tabla 2); no se observo
el predominio significativo de alguna combinacion de
especies en particular y el Complejo Trichosporon solo se
aislo en muestras de orina, acompafiado de otras especies
de Candida.

Tabla 2. Combinacion de aislados obtenidos en muestras de orina y
secrecion traqueal. Unidad de Cuidados Intensivos, Hospital Universitario
de Coro “Dr. Alfredo Van Grieken”, abril-octubre 2012. Coro-Falcon,
Venezuela.

Ml}egtra Combinacion de especies aisladas
clinica
C. tropicalis, C. glabrata, Complejo Trichosporon
C. albicans, Complejo Trichosporon
Orina C. parapsilosis, Complejo Trichosporon
C. tropicalis, C. glabrata
C. tropicalis, C. guilliermondii
C. albicans, C. kefyr
Secrecion Lo
traqueal C. glabrata, C. tropicalis

C. albicans, C. glabrata

El estudio de susceptibilidad a fluconazol evidencid
que, de todas las especies de Candida evaluadas, el 73%
fue sensible, 21,6% sensible dosis dependiente y 5,4%
resistente. Para el voriconazol, el 89,2% de los aislados fue
sensible, el 8,1% mostro sensibilidad intermedia, mientras
que el 2,7% presentd resistencia al antimicético (Tabla 3).
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Tabla 3. Perfil de susceptibilidad de las especies de Candida a fluconazol y voriconazol. Unidad de Cuidados Intensivos, Hospital Universitario de Coro

“Dr. Alfredo Van Grieken”, abril-octubre 2012. Coro-Falcon, Venezuela.

Fluconazol Voriconazol
Especie
S S-DD R Total S 1 R Total

C. tropicalis 15 (93,7%) 1(6,2%) 16 13 (81,2%) 3(18,7%) - 16
C. glabrata - 8(100,0%) - 8 7 (87,5%) - 1(12,5%) 8
C. albicans 5 (100,0%) - - 5 5(100,0%) - - 5
C. parapsilosis 2 (100,0%) - - 2 2(100,0%) - - 2
C. guilliermondii 1 (50,0%) - 1(50,0%) 2 2(100,0%) - - 2
C. kefyr 1 (100,0%) - - 1 1(100,0%) - - 1
couas levaduras 1o 3 19,0%) : : 3 3(100,0%) . - 3
Total 27(73,0%)  8(21,6%) 2(54) 37 (100,0%) 33 (89,2%) 3(8,1%) 1(2,7%) 37 (100,0%)

S: Sensible, SDD: sensible dosis dependiente, I: intermedio, R: resistente. *Complejo Trichosporon.

El 93,7% de los aislados de C. tropicalis fue sensible a
fluconazol, observandose resistencia en el 6,2%; todos los
aislados de C. glabrata fueron SDD, mientras que el 50%
de la especie C. guilliermondii fue sensible. El resto de
los aislados, C. albicans, C. parapsilosis, C. kefyr y otras
levaduras diferentes a Candida (Complejo Trichosporon)
fueron totalmente sensibles a fluconazol (Tabla 3).

El patron de susceptibilidad a voriconazol fue diferente:
el 81,2% de los aislados de C. tropicalis fueron sensibles y
18,7% mostraron sensibilidad intermedia; en C. glabrata el
87,5% se mostro sensible y 12,5% resistente, mientras que C.
albicans, C parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr y otras
levaduras diferentes a Candida (Complejo Trichosporon)
fueron todas sensibles (Tabla 3).

Discusion

Los resultados de este estudio mostraron un mayor
aislamiento de especies de Candida diferentes a C. albicans
enmuestras clinicas, similaralatendenciareportada por otros
autores [3-6]. La distribucion de las especies de Candida
puede variar seglin el area geografica, el centro hospitalario,
el tipo de muestra clinica analizada, incluso hasta el afio del
reporte, lo que hace dificil comparar los resultados de esta
investigacion con las frecuencias reportadas en otros paises.
Estudios multicéntricos realizados en Canada, Europa,
Estados Unidos y Latinoamérica reportan mayor aislamiento
de C. albicans, sin embargo, la frecuencia en la distribucion
de las especies diferentes a C. albicans varia: en Canada,
Europa y Estados Unidos, C. glabrata 'y C. parapsilosis son
la segunda y tercera especie mas aislada, mientras que en
Latinoamérica lo son C. tropicalis y C. parapsilosis [6].

Estasvariaciones geograficastambiénse puedenevidenciar
a nivel nacional. Estudios realizados en Venezuela sefialan
que C. albicans ocupa el primer lugar (46,7%), seguida de
C. tropicalis (19%), C. glabrata y C. parapsilosis (9,2%
y 6%, respectivamente) [19]; en esta investigacion, C.

albicans fue la tercera especie mas frecuentemente aislada.

Segun el tipo de muestras clinicas, la frecuencia de
especies de Candida aisladas puede variar. En este estudio,
C. tropicalis fue la mas frecuente en muestras de orina,
coincidiendo con lo reportado por De Oliveira et al [20].
Sin embargo, en investigaciones nacionales y algunas
internacionales, se sefiala que C. albicans es la especie mas
frecuente, seguida de C. tropicalis [19,21,22]. En muestras
de secrecion traqueal hay coincidencia parcial con los
resultados de otros investigadores, siendo C. albicans y C.
glabrata las especies mas frecuentemente aisladas [19,23].

C. tropicalis posee la mayor capacidad invasora y se
considera que entre el 50-60% de quienes la adquieren
desarrollan candidiasis diseminada [24]. Los pacientes mas
afectados son aquellos con enfermedades hematologicas o
receptores de médula dsea y la adquisicion es enddgena,
durante los primeros dias de hospitalizacion en ausencia
de profilaxis antifungica [25,26]. C. glabrata, se aisla con
mayor frecuencia de pacientes con antecedentes de profilaxis
antifingica con fluconazol y sin terapia antibidtica previa
[25].

Se ha estimado que la candiduria afecta hasta al 25% de
los pacientes criticos con estancia superior a una semana
en UCI y se asocia con mayor mortalidad. El riesgo de
candiduria en estos pacientes se relaciona con el sexo
femenino, edad superior a 65 afios, el tiempo de estancia
hospitalaria antes del ingreso en la UCI, diabetes mellitus,
ventilacidn mecanica y el tratamiento antibidtico previo
[23,27]. El aislamiento de especies de Candida en orina
de estos pacientes se considera factor de riesgo para
candidiasis invasiva y si a esto se le suma la presencia
de C. tropicalis, el riesgo pudiera ser mayor. A pesar de
que en este estudio no se observd candidiasis diseminada
en los pacientes evaluados, la mayoria de los aislados se
obtuvieron principalmente de muestras de orina, por lo que
se considera que el urocultivo cuantitativo para especies de
Candida, pudiera ser implementado como prueba de rutina



144 Saul y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2013; 33:140-145

en pacientes recluidos en UCI, con la finalidad de establecer
estrategias terapéuticas y profilacticas adecuadas.

En el 28,6% de las muestras positivas para Candida (orina
y secrecion traqueal) se aislaron dos tipos de levaduras. Los
pacientes afectados tenian mas de 15 dias hospitalizados en
UCI, recibian ventilacion mecanica y tenian sonda vesical,
factores de riesgo para esta condicion. La utilizacion de
agar cromogénico permitié detectar las infecciones mixtas,
debido a que facilita la visualizacion de las caracteristicas
macroscopicas de las diferentes especies de Candida,
situacion que se dificulta al realizar el aislamiento en
agar Sabouraud u otros medios de cultivo. Es escasa la
informacion en la literatura acerca de la frecuencia de
infecciones mixtas por especies de Candida, del aislamiento
del Complejo Trichosporon en orina y sus implicaciones en
el prondstico y tratamiento del paciente.

La susceptibilidad de C. tropicalis y C. glabrata a
fluconazol y voriconazol fue superior a lo reportado
por otros autores. Todos los aislados de C. albicans y C.
parapsilosis fueron sensibles a ambos antifingicos, lo cual
estd por encima de lo reportado para fluconazol y similar a
lo encontrado en la literatura para voriconazol [19,28,29].
El perfil de susceptibilidad observado en las diferentes
especies de Candida para ambos compuestos, indica que
pudieran ser una alternativa terapéutica si las circunstancias
del paciente lo permiten.

Es interesante resaltar que C. glabrata fue la segunda
especie mas frecuentemente aislada en este estudio.
Probablemente se deba al uso de fluconazol como terapia
profilactica o empirica, lo que trac como consecuencia
la seleccion observada en las especies de Candida,
coincidiendo con lo reportado por Trick et al. [30]. Los
constantes informes acerca de la resistencia que desarrolla
esta levadura frente a los azoles justifican la evaluacion
rutinaria de su susceptibilidad a los antifiingicos.

El perfil epidemiologico de las especies de Candida
aisladas en este estudio se caracterizO por una mayor
frecuencia de especies no albicans, mostrando un buen
patron de susceptibilidad a fluconazol y voriconazol. Sin
embargo, el aislamiento de especies conresistencia intrinseca
o secundaria a los antifiingicos y las variaciones en la
distribucion de la frecuencia de los aislados, hacen necesario
extender los estudios de identificacion y susceptibilidad
de especies de Candida a cada centro hospitalario, con la
finalidad de conocer su realidad epidemioldgica y de esta
manera obtener una guia para la instauracion del tratamiento
antifingico adecuado y oportuno.
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