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Resumen

Objetivo: determinar la relacién existente entre
la colonizacién por especies de Candida en tracto
gastrointestinal y orofaringe y el desarrollo de
fungemia en pacientes oncoldgicos con neutropenia
febril (NF). Disefio: estudio descriptivo. Lugar:
Centro Hemato-oncolégico Infantil U de Antioquia /
Hospital Universitario San Vicente de Paul - Medellin
(enero 99-noviembre 2000). Poblacién: nifios con
cancer y NF. Mediciones: hisopado orofaringeo,
materia fecal(MF) y orina los dias 0, 7, 14, 21y 28
de hospitalizacién para recuento de levaduras;
hemocultivos dia 0, y otros de acuerdo a la clinica.
Se utilizé Sabouraud, CHROMagar Candida-
R®,BACTEC (PEDS PLUS/ F® y Mycaosis IC/F®) y
Minitek™®, Resultados: se estudiaron 60 episodios

de NF en 45 pacientes, entre 2 y 13 afios, promedio
dias neutropenia 6,3; promedio hospitalizacion 13,6
dias. Al ingreso 14/60 estaban colonizados en
orofaringe y 28/60 en MF. Predominé C. albicans;
C. tropicalis y C. parapsilosis aumentaron
posteriormente; se encontré una tendencia al
aumento de la colonizacién, no significativo, con los
dias de hospitalizacion. No se presentaron
fungemias. Conclusiones: no se pudo relacionar los
recuentos con diseminacion, posiblemente por NF
de corta duracién. Las especies diferentes a C.
albicans son importantes, se requieren estudios para
determinar el origen intra o extrahospitalario y su
sensibilidad. Palabras claves: Candida, neutropenia
febril, colonizacion. b

Infectio 2002; 6(3): 156-161

* Laboratorio de Infectados, Departamento de Pediatria y Puericultura — Facultad de Medicina — U. de Antioquia.
**  Servicio de Infectologia, Departamento de Pediatria y Puericultura — Facultad de Medicina — U. de Antioquia.
*¥*  Centro Hematoldgico Infantil, Departamento de Pediatria y Puericultura, Facultad de Medicina, U. de Antioquia.
**%  Centro Hematoldgico Infantil, Hospital Universitario San Vicente de Padl.

*xx Estudiante de Bacteriologia — U. de Antioquia
*xxxxx Estudiante de Enfermeria — U. de Antioquia

Trabajo ganador de premio al mejor cartel en el V Congreso Colombiano de Enfermedades Infecciosas (Cartagena, junio de

2001).
Financiado por el CODI, Universidad de Antioquia.

Correspondencia: Harold Durango G, Departamento de Pediatria y Puericultura, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,
AA 1226, Medellin, Colombia. Correo electrénico: haeduga@hotmail.com

Asociacion Colombiana de Infectologia



COLONIZACION POR ESPECIES DE CANDIDA EN OROFARINGE Y TRACTO GASTROINTESTINAL EN

Introduccién

Los nifios con cancer son susceptibles a
infecciones oportunistas por microorganismos que
suelen hacer parte de su microbiota. Entre estos
microorganismos, las levaduras del género Candida
se han convertido en un verdadero problemay en la
Ultima década, el nimero y porcentaje de infecciones
por las especies de este género, ha aumentado
draméticamente. El 10% de ellas corresponden a
complicaciones graves como la sepsis, generando
una mortalidad que asciende aproximadamente a
50% (1-7).

En estos pacientes la colonizacion por especies
del género Candida y su posterior diseminacion, se
asocia con factores como episodios de neutropenia
prolongados, antibioticoterapia de amplio espectro,
tratamientos con corticosteroides y sustancias
citotoxicas, procedimientos invasivos (como
catéteres centrales y vesicales, entre otros), ademas
del tiempo prolongado de hospitalizacién. Es
importante reconocer también que estas levaduras
poseen un gran numero de factores de virulencia que
les permiten colonizar y aprovecharse de las
alteraciones de los hospederos para producir
enfermedad (1, 2, 4, 6, 8).

Entre los problemas encontrados en los pacientes
colonizados por las diferentes especies de Candida,
esta el definir si se requiere o no tratamiento
profilctico, en qué momento y con cual antimicotico,
dada la resistencia creciente a fluconazol y otros
azoles, e inclusive, a la anfotericina B (2, 6, 9, 10).
Hasta donde conocemos no hay otros estudios de
colonizacion por Candida en nifios con neutropenia
febril en Colombia.

Hasta 1998 se desconocian las especies de
Candida predominantes en el HUSVP y su
sensibilidad a los antimicéticos, o que nos motivé a
hacer este estudio descriptivo longitudinal, con el
cual se pretendié determinar la relacion existente
entre la colonizacion por especies de Candida en el
tracto gastrointestinal y orofaringe y el desarrollo de
fungemia en los nifios neutropénicos febriles con
enfermedad oncolégica.

Materiales y métodos

1. Poblacion del estudio

El estudio se efectudé con los pacientes
oncolégicos hospitalizados por neutropenia febril
(recuento < 500 neutréfilos/mm? de sangre y
temperatura oral > 38,3 °C 0 > 38 °C por una hora),

NINOS CON NEUTROPENIA FEBRIL

en el Centro Hematolégico Infantil de la Universidad
de Antioquia y el Hospital San Vicente de Paul de
Medellin, entre enero de 1999 y noviembre de 2000,
previo consentimiento verbal de los padres. Los
investigadores no influyeron en los antibiéticos o
antimicéticos recibidos por los pacientes.

2. Recoleccién y procesamiento de muestras
A todos los pacientes que ingresaron al estudio

les fueron tomadas las siguientes muestras: hisopado

orofaringeo, materia fecal, hemocultivos y orina.

Hisopado orofaringeo

Se tomo los dias 0, 7, 14, 21 y 28 de estancia
hospitalaria, frotando tres veces con hisopo de
algodén seco la region amigdalofaringea
suspendiendo su contenido en 3 mL de suero
fisiol6gico estéril; se agité vigorosamente y a esta
suspension se le adicionaron 3 mL de acido citrico
al 10%, para luego mezclar y guardar en reposo entre
4y 8°C, por veinticuatro horas.

Materia fecal

Recogida los dias 0, 7, 14, 21 y 28 de estancia
hospitalaria, preferiblemente por defecacion
espontanea. La materia fecal se suspendié en 5 mL
de suero fisioldgico estéril hasta obtener una turbidez
equivalente al patrén de bario niUmero 7; de esta
suspensién se tomaron 3 mL para mezclarlos con 3
mL de acido citrico al 10%, se agité y guardd en
reposo entre 4 y 8 °C durante 24 horas.

El procedimiento que se siguié para las dos
muestras fue el siguiente: después de la refrigeracion
por 24 horas, la solucién se centrifugd a 1.000 RPM/
10 minutos; luego de observar el sedimento en fresco
se sembr6 con asa calibrada (0,01 mL) en medio
CHROMagar Candida-R® (11), a 28 °C durante cinco
dias, haciendo los recuentos de colonias a las 24,
48, 72,96 y 120 horas de la incubacioén (12, 13).

Para hacer la diferenciacion de las colonias
resultantes, se clasificaron de acuerdo con el color
y la morfologia que tomaron en el medio. Una de
cada grupo se sometié a otras pruebas, como
formacion de tubo germinal, inoculando la colonia
en 2 mL de clara de huevo, a 37 °C durante cuatro
horas (14). También se llev6 a cabo la evaluacién de
la produccién de clamidoconidias inoculando tres
colonias en leche al 10% a 28 °C por 24 a 48 horas
en oscuridad (14). Con los anteriores métodos se
comprobaron los aislamientos identificados como
Candida albicans y Candida tropicalis; para las
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demas especies de Candida aisladas se empleé
Minitek™® (Miniaturized Microorganism Differentiation
System) para su clasificaciéon, pero, ademas se
tomaron cinco cepas al azar de las ya clasificadas,
con el objeto de controlar el funcionamiento del
CHROMagar Candida-R®.

Hemocultivos

Tomados el dia 0 y posteriormente cuando
clinicamente se justificara, y los dias 7-14-21 y 28
de hospitalizacion si el paciente continuaba febril.
se inoculaban dos medios BACTEC PEDS PLUS/
F®y 1 Mycosis IC/F®, aplicando en cada uno entre 3
y 8 mL de sangre producto de dos punciones en
venas diferentes. Se incubaron a 35 °C en el equipo
BACTEC 9050®y se hicieron directos para coloracion
de Gram y subcultivos en agar chocolate, agar
sangre, EMB (eosin methilen blue) y Sabouraud, a
37 °C, ante alarma del sistema o en los dias 5y 10
de incubacion. En los casos en que se obtuvo
crecimiento en alguno de los medios se procedio a
efectuar la identificacion de las diferentes colonias.
Los hemocultivos se incubaron seis dias en el medio
BACTEC PEDS PLUS/ F®y durante 14 dias en el
medio para hongos, Mycosis IC/ F® (15, 16).

Orina

Tomada los dias 0, 7, 14, 21 y 28 de estancia
hospitalaria; se recogieron de 3 a5 mL de orina por
miccidn espontanea, si no habia candidosis cutanea
en zona genital, o por sonda instalada para este fin
0 por puncion vesical. Una parte de esta muestra se
sembré con asa calibrada (0,01 mL) en agar sangre
y Sabouraud, con el fin de hacer recuento de colonias
de levadura. El resto de la muestra se centrifugd a
1.000 RPM/10 minutos. Al sedimento se le hizo
coloracién de Gram y directo con solucion salina al
0,9 % y se sembr6 en agar sangre y Sabouraud,
para identificacion de colonias en caso de crecimiento,
como se menciono anteriormente (17, 18).

Resultados

Se estudiaron 60 episodios de neutropenia febril
en 45 pacientes oncoldgicos del Centro
Hematolégico Infantil. Sus edades estaban
comprendidas entre los 2 y los 13 afios con una
media de 6,2 y una desviacion estandar de 3,3. Los
diagnésticos oncoldgicos correspondieron a
leucemia linfoide aguda (n = 31 episodios), linfoma
no Hodgkin (n = 14), leucemia mieloide aguda (n =
8), linfoma de Hodgkin (n = 1), retinoblastoma (n =
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1), tumor de Wilms (n = 1), osteosarcoma (n = 1) o
rabdomiosarcoma (n = 3).

A continuacién se presentan las caracteristicas
de los episodios que tuvieron seis 0 mas dias de
duracién (n = 49):

En todos los episodios los pacientes tenian
recuentos menores de 500 neutréfilos/mL de sangre.
Se encontr6 que en el 63,3 % de los eventos (31/49)
los pacientes tenian neutropenia severa (< de 100
neutréfilos/mL de sangre), resaltando que 19 de ellos
tenian recuentos de 0 neutrdéfilos/mL. En promedio,
la duracion de los episodios de neutropenia fue de
6,3 dias, conrango de 2 a 14 y DS de 2,9.

En promedio, los pacientes estuvieron
hospitalizados durante 13,6 dias (6-30).

El promedio de dias de fiebre, previo al ingreso
fue de 2,8 dias por episodio (rangode 1a9y DS de
2,46). Durante la hospitalizacién esta fue de 3,7 dias
por episodio (rango de 1 a 13y DS de 2,9). La fiebre
persistié (mas de 3 dias) en el 38,8% de los casos.

Todos los pacientes recibieron antibiéticos
parenterales de acuerdo con el protocolo de atencién
del Centro Hematologico Infantil, vigente al momento
de su hospitalizacion; ademas, en el 95,9% de los
casos recibieron trimetoprim sulfa y ketoconazole
profilacticos, recibieron otros antifingicos durante la
hospitalizacion segun criterio del médico tratante.

El 55% de los pacientes recibié Neupogen®, en
promedio de siete dias (rango 1 a 13).

El porcentaje de positividad para bacterias en los
hemocultivos en medio BACTEC PEDS PLUS/F® fue
de 25% en el primer grupo (15/60) y de 10,2% en el
segundo grupo (5/22). No se detectd crecimiento
para hongos en el medio BACTEC PEDS PLUS/F®
ni en el Mycosis IC/F®. No se detecté crecimiento
microbiano en el tercer grupo de hemocultivos
tomados a los pacientes que clinicamente lo
requirieron.

Al ingreso, el 23,3 % de los pacientes estaban
colonizados con alguna de las especies de Candida
en orofaringe y el 46,7% en materia fecal. En la tabla
1 se muestra el seguimiento y los promedios de
colonizacién en los diferentes episodios de
neutropenia febril estudiados.

Segun la prueba de X2 no se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre el hecho de
presentar Candida y los dias de hospitalizacién.

Se demostraron colonizaciones recientes que no
estaban al ingreso o con especie diferente al ingreso
hasta el dia 28, como se muestra en la tabla 2. Al
Comparar los resultados de la colonizacién en frotis
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Seguimiento de la colonizacién en frotis faringeo y materia fecal durante la estancia hospitalaria de los
pacientes en los diferentes episodios estudiados.

Seguimiento de la colonizacién
Sin Frotis faringeo Materia fecal
Dias de Episodios | colonizacion
muestreo |estudiados (%) Colonizados % Promedio | Colonizados % Promedio
UFCX10° UFCX10°
0 60 26(43.3) 14 23.3 22.4 28 46.7 21.8
6-7 49 20(40.8) 18 36.7 12.2 29 59.2 15.9
14 14 3(21.4) 5 35.7 13.0 11 78.6 21.5
21 8 2(25.0) 2 25.0 15.0 6 75.0 34.2
28 4 2(50.0) 2 50.0 15 2 50.0 8.0
Comparacion de las colonizaciones por Candida recientes y totales en frotis faringeo
y materia fecal durante la hospitalizacion
Dia de hospitalizacién que se tomaron las muestras
Muestra Colonizacion Dia0 Dia7 Dial14 Dia21 Dia28
Frotis faringeo Recientes*(%) - 9(50.0) 3(60.0) 0(0.0) 1(50.0)
Namero de colonizados 14 18 5 2 2
Materia fecal Recientes*(%) - 13(44.8) 4(36.4) 0(0.0) 0(0.0)
Numero de colonizados 28 29 11 6 2
Total episodios estudiados 60 49 14 8 4

* Colonizaciones que no estuvieron presentes en muestras previas

faringeo con materia fecal, estos fueron discordantes
en 23 de los 34 colonizados y siempre fue mayor la
colonizacién en materia fecal que en frotis faringeo
por ejemplo, al ingreso, 17 de 29 sélo estaban
colonizados en materia fecal.

La especie predominante al ingreso, tanto en
materia fecal como en orofaringe, fue Candida
albicans, seguida de C. tropicalis y C. parapsilosis.
(Figura 1).

Con la utilizacion del medio CHROMagar Candida-
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Hongos aislados

R® se obtuvo la clasificacion presuntiva de las
siguientes especies de Candida, de acuerdo con el
pigmento que desarrollaba la colonia en el cultivo,
asi: C. albicans (verde), C. tropicalis (azul) y Candida
sp (rosada); cuya correlacién con las identificaciones
de control (tubo germinal, clamidoconidias y
Minitek™®) fue del 100%.

Discusion

En este estudio se demostré que muchos
pacientes estan colonizados por especies de
Candida, tanto en orofaringe como en materia fecal
desde el ingreso al hospital. La colonizacién en
materia fecal es mayor que la de orofaringe,
posiblemente porque el primero de estos lugares
tiene mayores ventajas biol6égicas para la
permanencia de Candida; Ademas la orofaringe esta
al alcance de limpieza y enjuagues que pueden
disminuir la colonizacion de este sitio (5, 7).

No ocurrieron casos comprobados de candidemia
a pesar del gran nimero de hemocultivos practicados;
sin embargo, en varios pacientes los médicos
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tratantes administraron anfotericina B o fluconazol
empiricamente luego de la toma de los hemocultivos,
ya que se conoce del beneficio de los antimicoticos
en el paciente neutropénico con fiebre prolongada
(20). La ausencia de fungemia también puede ser
explicada porque este grupo de pacientes tuvo, en
general, neutropenia de corta duracion.

Aunque hay una tendencia al aumento de la
colonizacion con la duracion de la hospitalizacion,
éste no fue significativo, posiblemente porque muchos
de los pacientes que tuvieron hospitalizaciones de
mas de siete dias, permanecian hospitalizados por
guimioterapia, procedimientos o examenes
pendientes, pero ya habian superado factores de
riesgo para la colonizacién o diseminacién como eran
el uso de antibioticos y la neutropenia. (1-5)

El ketoconazole profilactico se usa hace varios
afios en el Servicio. Tedricamente, su empleo pudo
haber disminuido la positividad de los hemocultivos.
Al parecer, y de acuerdo con los resultados, éste no
influye mucho en el porcentaje de colonizacion ni en
los promedios de UFC. Seria interesante un estudio
de pacientes neutropénicos sin esta profilaxis.
Algunos han postulado que el ketoconazole puede
estar relacionado con bacteriemias por bacilos Gram
negativos en pacientes neutropénicos (19). No son
claros entonces los beneficios con este medicamento
gue es potencialmente téxico. Cuando se disefio el
estudio se decidié continuar con la profilaxis que
venia usandose afios atras ya que se consideré
importante apreciar su efecto y de alguna manera
este medicamento podia estar influyendo en las
especies de Candida aisladas.

En el estudio, la especie predominante en la
colonizacion del tracto gastrointestinal fue C.
albicans, sin embargo, C. tropicalis y C. parapsilosis
aumentan durante la hospitalizacion. En infecciones
por estos hongos es importante conocer la
sensibilidad a los antimicéticos para orientar el
tratamiento ya que estas Ultimas especies pueden
ser menos sensibles a los antimicéticos (6, 7, 9,
10). El uso de ketoconazole profilactico y otros
antimicoéticos podrian estar seleccionando cepas en
nuestro hospital. Estudios mas sofisticados
(patrones de electroforesis en campo pulsado,
genotipificacion u otros) ayudarian a aclarar si los
aislamientos de

C. tropicalis y C. parapsilosis son de adquisicién
intrahospitalaria o provienen del paciente que porta
cantidades minimas de estas levaduras.

En un paciente se demostré colonizacion por
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Geotrichum penicillatum. Durante el tiempo del
trabajo ocurrié un brote intrahospitalario por este
microorganismo. La posibilidad de infeccién por este
hongo levaduriforme y otros hongos mas comunes
en el neutropénico febril, como Aspergillus y
mucorales influyen en la eleccién de los antimicoticos
empiricos, dado que tienen alta resistencia a
fluconazole, por ejemplo.

Consideramos que el cultivo en CHROMagar
Candida-R® ofrece una gran ayuda en este tipo de
trabajos ya que agiliza la identificacion permitiendo,
en corto tiempo, diferenciar algunas especies de
Candida de muestras con varias especies de estas
levaduras. El medio funciond tanto en frotis faringeo
como en materia fecal, permitiendo la cuantificacién
directa del nimero de colonias aisladas (11, 12).

Finalmente, aunque los estudios de colonizacion
no son esenciales para el manejo terapéutico de los
pacientes neutropénicos febriles, si es una
herramienta epidemiolégica de gran ayuda para
orientar la profilaxis y el tratamiento adecuado. Este
estudio demostré que la colonizacion por Candida
es frecuente en los pacientes oncolbgicos
neutropénicos febriles del Centro Hematoldgico
Infantil U de A - Hospital San Vicente de Paul desde
el inicio mismo de la hospitalizacién (23.3 % en
orofaringe y 46.7% en materia fecal). La especie
predominante fue C. albicans (46.7%), pero C.
tropicalis (26.7%) y C. parapsilosis (26.7%)
aumentan durante la hospitalizacion.
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