ISSN 0001-6002/2009/51/3/165-171
Acta Médica Costarricense, ©2009
Colegio de Médicos y Cirujanos

Centro de Investigacion en
Enfermedades Tropicales,
Facultad de Microbiologia,
Universidad de Costa Rica.
Laboratorio  Clinico “Dr.
Clodomiro Picado Twigth”
Hospital San Juan de Dios,
Caja  Costarricense  de
Seguro Social.

Abreviaturas: AGS, Agar
glucosado de Sabouraud;
ATCC, American Type Culture
Collection; EUCAST, European
Comitte on Antifungal
Susceptibity Testing; UCI,Unidad
de Cuidados Intensivos.
Correspondencia:

Pedro Carrillo-Dover

E-mail: pedro.carrillo@ucr.ac.cr

Original

Aislamiento de Candida spp.
y otras levaduras en el personal que
labora en areas criticas del Hospital
San Juan de Dios

(Isolation of Candida spp. and other yeasts from Health Care
Workers in Critical Care Units of the San Juan de Dios Hospital)

Pedro Carrillo-Dover', Carolina Alvarez-Vega', Ingrid Salas-Campos', Nury Mora-Brenes?

Resumen

Justificacion y objetivos: Los pacientes internados en hospitales, principalmente aquellos que
se encuentran severamente enfermos, son mas susceptibles a las infecciones por hongos
oportunistas, en comparacion con la poblacion general. El personal hospitalario puede ser fuente
potencial de infeccion para estos pacientes, ya que normalmente actia como portador de
gérmenes, que eventualmente podrian ser transmitidos a los pacientes. Se describe, en esta
investigacion, el aislamiento de hongos levaduriformes a partir de las manos y la cavidad oral,
en un grupo de 77 trabajadores del Hospital San Juan de Dios, en servicios donde se han reportado
mas casos de infecciones por este tipo de hongos.

Métodos: Se realizo un hisopado de cavidad oral y manos de cada participante y se cultivaron
placas con agar glucosado de Sabouraud (AGS) y Mycosel. A los aislamientos de levaduras se
les determino la capacidad de crecimiento a 37°C, resistencia a la cicloheximida, produccion de
tubo germinativo, fosfolipasas y proteinasas y se determiné la sensibilidad in vitro al fluconazol
por medio de método de microdilucion en placa.

Resultados: El 72,7% de los participantes resultaron positivos para el aislamiento de levaduras,
la especie aislada con mayor frecuencia fue Candida parapsilosis, seguida de C. albicans y C.
famata. La mayor positividad se obtuvo en el servicio de Cirugia 3 (83.3%), seguido de la UCI
(71.4%) y Neonatologia (58%).

Conclusion: Estos resultados instan a mejorar las acciones preventivas en el manejo de los
pacientes, a ser mas estrictos en las normas de higiene de manos y promover, en otros centros
hospitalarios, la realizacion de este tipo de estudios, para disminuir los brotes nosocomiales por
transmision horizontal.

Descriptores: Candida, levaduras, infeccion nosocomial, proteinasas, fosfolipasas, transmision
horizontal

Abstract

Justification and aim: Critically ill patients are more susceptible than the general population
to opportunistic fungal infections. Health workers could be a potential infectious focus to these
patients. Thus in this investigation we report the isolation of yeast from the hands and oral cavity
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in a group of 77 employees of the San Juan de Dios Hospital from Services where infecctionsdue
to these fungi had previously been reported.

Methods: Samples from oral cavity and both hands were taken from 77 individuals. Each
sample was platted into Sabouraud’s dextrose agar and Mycosel agar. Each yeast isolate was
analyzed for growth capacity at 37°C, cycloheximide resistance, germ tube formation,
phospholipase and proteinase production. Further, in vitro susceptibility testing of each isolate to
fluconazol was performed using a microdilution method.

Results: A 72.7% yeast positivity was found in all samples taken. Candida parapsilosis was the
most frequent isolate, followed by C. albicans and C. famata. The ward with the greatest positivity
was Surgery 3 (83.3%), followed by Intensive Care Unit (71.4%) and Neonatology (58%).

Conclusion: These findings suggest that strict aseptic handling of patients should be observed
to avoid horizontal transmission of yeasts in these wards. Similar studies should be conduced in
others hospitals.

Key words: Candida, yeast, nosocomial infection, proteinases, phospholipases, horizontal

transmission

Recibido: 16 de enero de 2009

Las infecciones fungicas nosocomiales se han convertido
en una causa importante de morbilidad y mortalidad en el
ambito hospitalario.! Los pacientes que se encuentran
hospitalizados en forma prolongada, especialmente en
unidades de cuidados intensivos (UCI), asi como los pacientes
con enfermedades malignas, quemaduras, inmunosupresion,
con alimentacion parenteral via catéter o aquellos sometidos a
procedimientos invasivos, son especialmente susceptibles a
desarrollar micosis oportunistas.”®

Entre los microorganismos mas importantes causantes de
este tipo de infecciones estan las levaduras, en especial, el
género Candida >’ Es dificil realizar un diagnostico temprano
de infecciones por hongos oportunistas en pacientes que se
encuentran gravemente enfermos, por tanto, es importante
identificarlos y establecer el esquema de tratamiento, a tiempo,
para evitar la mortalidad por estos agentes.®®

La mayor parte de las candidiasis nosocomiales son de
origen endogeno, debido a que algunas especies de Candida
son parte de la flora normal de piel y mucosas.!® Sin embargo,
se ha demostrado que algunas de estas infecciones son de
origen exogeno, por levaduras provenientes de manos del
personal hospitalarioy de productos de aplicacion intravenosa
contaminados.'-?

En Costa Rica, se han documentado casos de infecciones
nosocomiales por levaduras en unidades de vigilancia
estricta, como la UCI, neonatologia, salas de cirugia
abdominal y oncohematologia.'*'” Generalmente, se ha
asociado a estas infecciones con los procedimientos invasivos
comunes durante el internamiento hospitalario, el uso de
catéteres endovenosos para la aplicacion de medicamentos y
de soluciones parenterales, entre otros factores.'®!® Sin
embargo, se conoce muy poco acerca del aislamiento de
levaduras a partir del personal hospitalario.

Aceptado: 19 de mayo de 2009

Debido a que el personal hospitalario actiia como portador
y eventualmente, puede transmitir de forma horizontal,
levaduras, ya sea por medio del contacto trabajador-paciente
o0 paciente-trabajador-paciente, en este trabajo se determina
las especies de levaduras que porta el personal que labora en
tres areas, en el Hospital San Juan de Dios, donde se han
documentado episodios de candidemias. Ademas, para evaluar
el potencial patogénico de los aislamientos obtenidos, se
estudié la produccion de tubo germinativo, fosfolipasas y
proteinasas y la capacidad de crecer a 37°C. También, se
evaluo la sensibilidad in vitro al fluconazol, para observar si
existe la posibilidad de que aislamientos resistentes a este
antifungico, estén presentes en esos trabajadores y pueda ser
transmitido a los pacientes.?®?!

Metodologia

Se realiz6 un muestreo a trabajadores de las areas de
Cirugia 3, UCI y Neonatologia del Hospital San Juan de
Dios, durante los meses de septiembre y octubre del 2006. A
los participantes se les entreg6 una formula de consentimiento
informado y se les tom6 una muestra, en ambas manos, y
una muestra de cavidad oral. Para la muestra de manos se
frotd entre los dedos y alrededor de las uiias, con una torunda
de algodon humedecida en solucion salina estéril y para la
muestra de cavidad oral se frotd otra torunda sobre y bajo la
lengua y en la parte interna de las mejillas. Las muestras se
cultivaron en placas de Petri con AGS y con agar Mycosel®
y se incubaron durante 72 horas, a temperatura ambiente.
Todas las colonias con morfologia levaduriforme diferente,
se aislaron y se identificaron con el sistema automatizado
VITEK®.
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A los aislamientos de Candida se les determind la
capacidad de crecer a 37°C, para lo cual se repicaron en
placas con AGS y se incubaron a esta temperatura por 72
horas. Para determinar la produccién de tubo germinativo se
prepar6 una suspension de la levadura al 0,5 del estandar
MacFarland y se inoculd 10 uL en suero estéril; se incubo a
37 °C durante 3 horas y se observo microscopicamente, la
produccion del tubo germinativo. El crecimiento en presencia
de cicloheximida se examino inoculando los aislamientos en
AGS mas 0.5 g/L de cicloheximida y se incubaron a
temperatura ambiente durante 72 horas, para determinar si
crece 0 no en presencia de este compuesto.

La produccion de fosfolipasa, proteinasa y la prueba de
sensibilidad a los antifingicos s6lo se realizd a los
aislamientos que crecieron a 37°C.

Para determinar la produccion de fosfolipasa se utilizo
AGS, 25 mL por placa mas NaCl 1 M y CaCl, 0,005 M, al
cual, luego de autoclavarlo se le agreg6 2% de yema de huevo.
El medio se inoculé con 10 pL. de una suspension de
levaduras al 0,5 del estandar MacFarland y se incubaron a
37°C durante 7 dias. Luego se determind el indice de
produccion de fosfolipasa, dividiendo el didmetro de la
colonia entre el diametro del halo de precipitado mas la
colonia. Se consider6 como negativa la produccion de
fosfolipasa cuando el indice fuera igual a uno y como
positivo cualquier valor menor a 0,99.2

La produccién de proteinasas acidas se determind
utilizando el agar caseina,? con las siguientes modificaciones,
40g/L de leche descremada, 0.2g/L de glucosa, 5 g/L de
extracto de levadura, KH,PO, 0.01g/L, MgSO, al 0.005g/L

y 0,016g/L de parpura de bromocresol; el pH se ajusto a 3,5.
Las placas se inocularon con 10 pL de una suspension de
levaduras al 0,5 de Mac Farland y se incubaron a 37°C
durante 7 dias. Se determind la produccion considerando el
diametro de la colonia entre el didmetro del halo de hidrolisis
mas la colonia. Se consideré como negativa la produccion
de proteinasa cuando el indice fuera igual a uno y como
positivo cualquier valor menor a 0,99.

La sensibilidad de los aislamientos al fluconazol se
determind por la metodologia propuesta por EUCAST,* el
cual es un método de microdiluciéon en caldo para
determinar la concentracion minima inhibitoria. El
fluconazol utilizado fue donado por Laboratorios Stein y se
utilizaron como cepas control C. parapsilosis ATCC 22019
y C. krusei ATCC 6258.

Resultados

En este estudio participaron 77 empleados hospitalarios,
de los cuales 31 eran de enfermeria, 19 asistentes de
pacientes, 16 auxiliares de enfermeria, 8 médicos, un
estudiante de medicina, una persona de recepcion y una de
limpieza. Segun el area de trabajo, 30 personas laboraban en
el area de Cirugia 3, 28 en la UCI y 19 en Neonatologia.

Se obtuvieron aislamientos de levaduras a partir de 56
(72,7%) de los participantes, de los cuales solo presentaron
aislamientos de cavidad oral 14 participantes, de manos 23 y
de ambos sitios, 19 participantes. El servicio con mayor

Cuadro 1. Distribucion de los 97 aislamientos segun especie, servicio y sitio anatémico.
Servici Sitio
ervicio -
anatomico
Cirugia 3 ucCl Neonatologia Manos Cavidad oral aisla-rrgit:rl\tdoz or
Especie No. (% en No.(%enel No.(%enel | No. (% delsitio No. (% del sitio especie P
el servicio) servicio) servicio) anatémico) anatémico) P o

No. (%)
Candida parapsilosis 23 (46) 15 (60) 3(13,6) 32 (55,2) 9 (23,0) 41 (42,3)
Candida albicans 11 (22) 5 (20) 5(22,7) 3(5,2) 18 (46,1) 21 (21,6)
Candida famata 3 (6) 3 (12) 4(18,2) 9 (15.5) 1(2,6) 10 (10,3)
Rhodotorula spp. 7 (14) 1 (4) 0 8(13,8) 0 8 (8,2)
Cryptococcus humicolus 2 (4) 0 (9,2) 3(5,2) 1(2,6) 4 (4,1)
Pichia sp. 2 (4) 0 (4,5) 0 3(7,7) 3 (3,1)
Candida tropicalis 0 1 (4) (4,5) 0 2(51) 2 (2,1)
Candida zeylanoides 0 0 (9,2) 1(1,7) 1(2,6) 2 (2,1)
Cryptococcus albidus 1 (2) 0 (4,5) 2(3,4) 0 2 (2,1)
Candida lusitaniae 0 0 (4,5) 0 1(2,6) 1 (1,0)
Candida kefyr 1 (2) 0 0 0 1(2,6) 1 (1,0)
No identificados 0 0 2(9,1) 0 2(5,1) 2 (21)
Total de aislamientos por | 5 164) 25 (100) 22 (100) 58 (100) 39 (100) 97 (100)
servicio y sitio anatomicos
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positividad fue cirugia 3, donde 25 (83,3%) de los 30
participantes dieron positivos, de la UCI 20 (71,4%) de los
28 participantes y de neonatologia 11 (58%) de los 19
participantes. Segun la ocupacion, 14 auxiliares de enfermeria
dieron positivo, 26 personas de enfermeria, 11 asistentes de
pacientes y tres médicos participantes, un estudiante y una
persona de limpieza.

De los 56 participantes con cultivos positivos se
obtuvieron entre 1 y 4 morfologias coloniales diferentes, por
lo que en total se recuperaron 97 aislamientos de levaduras.
Segtn el area de trabajo de los participantes de cirugia 3 se
obtuvieron 50 (52%) aislamientos, de la UCI 25 (26%) y de
neonatologia 22 (22%) de los aislamientos. Segun el sitio
anatdmico, 58 (59,8%) aislamientos provenian de manos y
39 (40,2%) de cavidad oral.

En el cuadro 1 se observa la distribucion de los
aislamientos por especie, asi como su distribucion segtn el
servicio y sitio anatomico. C. parapsilosis fue la especie
mas aislada, en el servicio de cirugia 3 y la UCI la mas
frecuente, mientras que C. albicans fue la mas aislada de
neonatologia. Segln sitio anatomico, C. parapsilosis se aislo
mas de manos y C. albicans de cavidad oral.

Todas los aislamientos de C. albicans produjeron tubo
germinativo y fueron resistentes a cicloheximida, ademas,
dos aislamientos de C. parapsilosis y uno de C. famata
fueron resistentes a cicloheximida.

El cuadro 2 muestra los aislamientos que crecieron a
37°C, segun los factores estudiados. Siete (18.9%) de los
aislamientos de C. parapsilosis mostraron produccion tanto
de fosfolipasa como de proteinasa.

En cuanto a la prueba de sensibilidad in vitro al fluconazol,
todas los aislamientos mostraron una concentracion minima

inhibitoria menor de 4 pug/mL, por lo que se clasifican como
sensibles.

Discusion

Como se observa en los resultados, un alto porcentaje de
los trabajadores portan levaduras como parte de la flora
normal o en forma transitoria. Solo presentaron aislamientos
de cavidad oral 14 participantes, de manos 23 y de ambos
sitios, 19 participantes. Este resultado, probablemente se
debe a la manipulacion de objetos, muestras y pacientes; a
pesar de que a la hora de examinar pacientes los trabajadores
realizan un adecuado lavado de manos, como norma general.
Estos resultados difieren de un estudio realizado por
Hernandez y colaboradores.? la diferencia podria deberse a
la metodologia utilizada y al sitio de muestreo, ya que estos
investigadores solo muestrearon debajo de las uilas indice y
pulgar. De cavidad oral se hubiese esperado mayor cantidad
de aislamientos, ya que C. albicans es considerada flora
normal de este sitio anatomico.

El servicio que presentdé mayor cantidad de empleados
positivos al cultivo y por ende mayor cantidad de aislamientos
fue cirugia 3 y segun la ocupacion de los empleados el
personal de enfermeria y los asistentes de pacientes de
enfermeria presentaron mayor positividad en cuanto al
aislamiento de levaduras de manos y cavidad oral. Estos
resultados podrian estar influenciados por las actividades
realizadas en los servicios y por los diferentes grupos de
trabajadores, ya que por ejemplo, los auxiliares no participan
en los procedimientos invasivos que se practican a los
pacientes y por lo tanto tienen menor contacto con los
pacientes que los otros dos grupos de trabajadores.

Cuadro 2. Distribucion de los 97 aislamientos segun factores estudiados.

pece  CroieniossTie Produeetnde | Producodnde | aiamenos por
especie
Candida parapsilosis 37(90.2) 12(29.3) 20(48.8) 41
Candida albicans 21(100) 21(100) 18(85.7) 21
Candida famata 2(20) 2(20) 1(10) 10
Rhodotorula spp. 2(25) 1(12.5) 0 8
Cryptococcus humicolus 0 0 0 4
Pichia sp. 2(66.7) 1(33.3) 0 3
Candida tropicalis 1(50) 1(50) 1(50) 2
Candida zeylanoides 1(50) 0 2
Cryptococcus albidus 0 0 0 2
Candida lusitaniae 0 0 0 1
Candida kefyr 0 0 0 1
No identificados 1(50) 0 0 2
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De algunos participantes se aislo mas de un morfotipo de
levaduras y la especie mas frecuentemente aislada, en este
estudio, fue C. parapsilosis y en segundo lugar, C. albicans.
C. parapsilosis fue también la mas aislada en hemocultivos,
en un estudio reciente en este hospital,'® lo que podria sugerir
una posible transmision horizontal de esta especie en este
centro, como se ha informado en otros casos.?

C. parapsilosis es una especie relacionada con
candidemias por el uso de catéteres y de dispositivos
intravenosos.”’ Aunque no todas las cepas de C.
parapsilosis aisladas en este estudio, tienen los mismos
factores de virulencia, siempre es importante pensar en el
trabajador como un posible vehiculo transmisor de
patégenos oportunistas entre los pacientes en estados
delicados de salud.!"'>*® Para la especie C. parapsilosis,
tanto la produccion de fosfolipasa y la proteinasa como la
capacidad de crecer a 37°C y se consideran como factores
de virulencia y confieren una potencial patogenicidad.?’>%
Los aislamientos de esta especie positivos por fosfolipasa
y/o proteinasa y que crecen a 37°C fueron aislados
principalmente a partir de los trabajadores de la UCI, area
en la cual se debe tener el maximo cuidado con este tipo de
microorganismos, debido a la alta susceptibilidad de los
pacientes que se internan en este servicio.

El 86% de los aislamientos identificados como C.
albicans provenian de cavidad oral, lo que es de esperar, ya
que esta especie es flora normal de ese sitio anatomico.'
Todos estos aislamientos de C. albicans produjeron tubo
germinativo, crecieron a 37°C, en su mayoria son resistentes
a cicloheximida y dieron resultados positivos por produccion
de fosfolipasa y proteinasas, estos resultados también son
esperables ya que éstas son caracteristicas que se han
asociado muy frecuentemente a esta especie.

En cuanto a las otras especies aisladas, C. zeylanoides,
C. lusitaniae, C. kefyr y C. tropicalis se ha informado con
cierta frecuencia su capacidad de actuar como agentes
etioldgicos de candidiasis alrededor del mundo.! 3% 3% 3
Ademas, C. tropicalis se ha aislado en un porcentaje
importante, en este hospital, como tercera causa de
candidemia'® por lo que el personal podria actuar como
forma de transmision de esta especie en estos pacientes. Sin
embargo, de todos estos aislamientos solamente uno creci6 a
37°C y produjo fosfolipasa, por lo que, seria un potencial
patégeno en las areas de cuidados criticos, aunque podria
sugerirse que debido a su sensibilidad a la temperatura, no
represente un peligro real.

Cryptococcus humicolus, Rhodotorula sp. y Pichia sp.
son hongos que en raras ocasiones han sido aisladas de casos
clinicos.** 7 Sin embargo, siempre es importante tomar en
cuenta su presencia y la posibilidad de que se convierta en
un agente infeccioso nosocomial para pacientes
inmunosuprimidos, méxime que los aislamientos de estas
especies provenian de manos y ufias.

Para la prueba de sensibilidad in vitro al fluconazol
todos los aislamientos de Candida sp. que crecieron a 37°C

fueron sensibles a este farmaco, el cual es el tratamiento
comunmente usado para infecciones por este género.*® Este
resultado indica que la posibilidad de que circule cepas con
resistencia a fluconazol y que esta sea transmitida a un
paciente, es muy baja. Sin embargo no se puede predecir si
alguno de estos aislamientos llegara a desarrollar resistencia
o no cuando se administre este farmaco como tratamiento en
un paciente, pues esto dependerd de la cepa que cause la
infeccidony por cuanto tiempo sea administrado el tratamiento.
Es importante mencionar que la condicion del paciente es la
que en general va a determinar si se produce un fallo
terapéutico.*

Cabe resaltar que las especies aisladas en este estudio,
en particular C. parapsilosis, son similares a lo informado
para pacientes de este hospital por Mora y Carrillo en el
2005, por lo que se podria sugerir que es probable una
transmision horizontal de levaduras del personal a los
pacientes. Sin embargo, no se puede descartar que exista
colonizacion per se de los pacientes por estas levaduras, que
los llevaria a una posterior infeccion. Se sugiere estudios
posteriores, donde se pueda analizar si realmente esta
ocurriendo la transmision horizontal de levaduras.

Se obtuvo una gran cantidad de aislamientos
correspondientes a C. parapsilosis, y algunos de ellos son
productores de proteinasas y fosfolipasas, lo cual genera una
preocupacion en cuanto a su transmision entre los pacientes
en estados criticos de salud, ya que podrian generar brotes
nosocomiales.***! Se recomienda, por tanto, monitorear la
presencia de levaduras tanto en pacientes como en los
trabajadores de estas areas, y observar las normas de higiene
establecidas, con el fin de evitar un posible brote.

Los aislamientos de C. albicans expresan caracteristicas
que las hacen potencialmente patégenas, por lo que también
son de cuidado, especialmente en pacientes con
inmunosupresion.

En el presente estudio, se observd que existe una posible
relacion entre la labor desempefiada por el participante y la
positividad por levaduras. Las enfermeras y auxiliares de
enfermeria fueron los que presentaron mayor positividad
por levaduras, mientras que los asistentes de pacientes
presentaron una menor positividad, esto podria deberse a
una mayor manipulacion de objetos y mayor contacto con
pacientes, por las labores propias de cada ocupacion. En
cuanto a médicos, personal de aseo y otros, no se obtuvo
informacion significativa, pues fueron muy pocos los que
participaron.

La presencia de gran variedad de especies en cavidad
oral,como C. parapsilosis, C. kefyr, C. lusitaniae, C. famata,
C. zeylanoides, C. humicolus, demuestra que muchos
microorganismos se pueden alojar en este sitio, lo cual hace
importante el uso del cubrebocas tanto en el personal
hospitalario como en los visitantes de los pacientes, para
evitar la contaminacion tanto de mucosas y heridas como de
superficies inanimadas relacionadas con el paciente.
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