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El aislamiento de Candida albicans en tres pacientes (dos en hemocultivos)
sugirié la existencia de un brote epidémico. En el caso 1 se aislé C. albicans de
la placenta de la madre, asi como de una muestra de sangre del recién nacido
tomada a los ocho dias de vida. Cuatro dias después del diagndstico de esta
candidemia, se aisla C. albicans en la punta del catéter de otro neonato (caso 2),
y cinco dias después en los hemocultivos de un tercer neonato (caso 3). Ante
la sospecha de un brote epidémico, se investigo la existencia de colonizacién.
Se tomaron mediante hisopo muestras de las manos del personal, la cuna del
caso 3, la madre del caso 1 y los nueve neonatos internados. Cada hisopo se
sembré en Chromagar Candida® y agar glucosado de Sabouraud.

Los aislamientos de C. albicans recuperados fueron estudiados por RAPD.

El estudio por RAPD mostré que los aislamientos de C. albicans de la placenta,
los de los hemocultivos de los casos 1y 3, y el de la punta de catéter del caso
2 eran genotipicamente idénticos. Se aislé C. albicans de otros dos neonatos
(boca e ingle en uno e ingle en el otro) y de la boca de la madre del caso 1.
Esta ultima cepa y la de la boca del neonato colonizado estarian genéticamente
relacionadas con la de los casos mencionados. No se aislé C. albicans del
resto de los hisopos. Los aislamientos de C. albicans idénticos permitieron
suponer la trasmision horizontal a partir del caso 1, quien la habia adquirido
congénitamente. Aunque los pacientes tengan factores de riesgo que
justifiqguen una infeccion por Candida, el aislamiento de C. albicans en varias
muestras en un tiempo corto, debe hacer sospechar la posibilidad de la
trasmision horizontal de la infeccion.
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Candida albicans outbreak in a neonatal intensive
care unit

The appearance of Candida albicans in three patients made physicians
investigate an outbreak. Outbreak description and microbiologic screening:
Case 1 developed C. albicans in the placenta culture and in the blood culture
carried out on the 8" day of birth. Four days after this candidemia, C. albicans
was recovered in a catheter tip of a second neonate (case 2) and finally five
days later other newborn (case 3) developed C. albicans in the hemoculture.
After that, the hands of all caregivers as well as case 3’s incubator, case 1’s
mother, and from all nine neonates in the unit were studied with swabs. A wet
mount was done to all swabs and then they were cultured in Chromagar
Candida and SDA. All C. albicans were studied by RAPD. RAPD study showed
that C. albicans recovered from placenta and blood cultures of case 1, the
catheter tip of case 2 and the blood culture of case 3, resulted to be identical
and these yeasts were related to the C. albicans from the mouth of case 1
mother and the mouth of another colonized newborn. C. albicans was not
found in the others swabs. The isolations of identical C. albicans allowed to
suppose the horizontal transmission from the case 1, that had acquired it
congenitally. Not only isolation of unusual Candida species would be an alert.
Despite patients’ personal factors to justify a fungal infection, the recovery of
C. albicans in a short period of time should warn physicians about the
possibility of a horizontal transmission.

Candida albicans, RAPD, Neonatal intensive care unit, Outbreak
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Introduccion

Los pacientes que ingresan en una unidad de neo-
natologia pueden desarrollar, como complicacién de la
estancia en la sala de cuidados intensivos, una candidiasis
sistémica. Los factores condicionantes son el bajo peso, la
corta edad gestacional (menor a 27 semanas), tiempo de
estancia hospitalaria superior a tres semanas, uso de trata-
mientos antibidticos, existencia de catéteres venosos cen-
trales, asistencia respiratoria mecdnica, o procedimientos
quirtdrgicos [2,4,11,13,15].

Un cuarto de los recién nacidos se colonizan con
Candida y, de estos, dos tercios lo hacen en la primer
semana de vida. En los primeros dias la colonizacién es en
el recto, en las fauces y en la traquea. Tras la segunda
semana, el grado de colonizacién disminuye en estos sitios
y aumenta en la ingle. Candida albicans es la especie que
predomina y se observa mayor colonizacién en los nacidos
por via vaginal [1].

Habitualmente se considera que el origen de Can-
dida es la microflora del paciente, pero se puede adquirir
de forma horizontal. Los pacientes cambian la cepa propia
por otra que adquieren en el hospital [3] y la diseminacién
puede hacerse a través del contacto humano, los objetos
inanimados [7] o la comida [4].

La incidencia de candidemia en neonatologia en
nuestro hospital desde 1998 hasta 2002 fue de 2 a 3 casos/
afo. La etiologia correspondi6 en un 54% a C. albicans 'y
en un 46% a Candida parapsilosis.

A finales de julio de 2003, y en un periodo de
nueve dias, se aislo C. albicans (dos de sangre y uno de
punta de catéter) en tres neonatos, lo que hizo presumir la
existencia de un brote.

El objetivo del presente trabajo es describir un
brote de candidiasis en neonatologia que tuvo como origen
una candidemia adquirida en forma vertical, mostrando la
metodologia utilizada para su estudio.

Materiales y métodos

Descripcion del brote. El 20 de julio de 2003 nace
un bebé (caso 1), aislandose de la placenta de la madre
C. albicans. En un hemocultivo de sangre del bebé con
ocho dias de vida se aislé C. albicans. Cuatro dias después
del diagnostico de esta candidemia, se recupera C. albi-
cans de la punta de catéter de otro neonato (caso 2), y
cinco dias después (nueve dias tras el diagnéstico de la

candidemia del caso 1), se aisla C. albicans en los hemo-
cultivos de un tercer neonato (caso 3) (Tabla 1).

Caso 1. Nifia nacida pretérmino por cesdrea el 20
de julio de 2003, con peso adecuado para la edad gestacio-
nal y antecedentes de ruptura prematura de membranas y
maduracién pulmonar con corticosteroides. La puntuacién
de Apgar fue de 9 sobre 10. La paciente requirié intuba-
ci6én endotraqueal, asistencia respiratoria mecanica, canali-
zacion de vena y arteria umbilicales, surfactante pulmonar,
tratamiento antibidtico (ampicilina y gentamicina en pri-
mer lugar, después vancomicina e imipenem), nutricién
parenteral total y luminoterapia. El 28 de julio de 2003
presenté un episodio de apnea, por lo que se tomaron
muestras para cultivo de sangre periférica y de la punta del
catéter central percutdneo en miembro inferior derecho,
obteniéndose a las 48 h desarrollo de C. albicans. Se
recibe el mismo dia la informacién del aislamiento de
C. albicans en la placenta de la madre. No se observaron
vegetaciones, ni lesiones en higado o en bazo. Recibi6 1
mg/kg/dia de anfotericina B (29,25 mg/kg dosis total) con
buena respuesta clinica y hemocultivos negativos. Fue
dada de alta el 5 de septiembre de 2003, a los 35 dias del
diagnéstico de la candidemia, con 2.015 g de peso.

Caso 2. Nifio nacido pretérmino por cesdrea el 26
de julio de 2003, con bajo peso para la edad gestacional.
Se observo oligoamnios, liquido amnidtico meconial,
doble vuelta de cordén, desprendimiento de placenta,
hipotermia e ictericia. La puntuacién de Apgar fue de 1
sobre 4. Requirié intubacion endotraqueal, asistencia res-
piratoria mecdnica, canalizacién de vena y arteria umbili-
cales, luminoterapia, nutricion parenteral y tratamiento
antibidtico (ampicilina y gentamicina en primer lugar, des-
pués vancomicina e imipenem). El 3 de agosto se inici6
tratamiento con anfotericina B (1 mg/kg/dia) tras el aisla-
miento de méds de 15 UFC de C. albicans en el cultivo de
la punta del catéter umbilical venoso, retirado dos dias
antes. Los hemocultivos y el cultivo de liquido cefalorra-
quideo fueron negativos. No presentaba lesiones hepaticas
o esplénicas. Se present6 al mismo tiempo una bacteriemia
asociada a acceso venoso central percutdneo por esta-
filococo coagulasa negativa-meticilin resistente, y atelec-
tasia del 16bulo superior derecho. Falleci6 el 4 de sep-
tiembre de 2003, a los 40 dias de vida y a los 34 dias del
hallazgo de C. albicans en el hemocultivo del caso 1, con
970 g de peso, habiendo recibido 23,5 mg/kg total de anfo-
tericina B.

Tabla 1. Caracteristicas de los neonatos con C. albicans en hemocultivo y/o punta de catéter en la Unidad de Neonatologia.

Muestra de
Edad Nutri- Dias de Dias Hemocultivos o cateter ingle y boca
gesta-  Peso Tipo ATB cion vida al desde con C. albicans (28 dias Tratamiento Evolucion:
Caso Sexo cional al de revia paren- CVC ARM cultivo diag. Otros datos (dias entre el cultivo después del antifangico Dias de
(sema-  nacer parto P! pteral con caso del caso y el hemocultivo  hemocultivo 9 vida/peso
nas) Candida indice del caso indice) del caso
indice)
1 F 30 1.355 g Cesarea 8d Si Si Si 8 Apnea dia 0: 2/2 hemos + catéter Negativo AB 29,25 g Alta
47 dias/2.015 g
2 M 28 530 g Cesarea 6d Si Si Si 6 ECNMR dia 4: catéter Negativo AB 23,5 g Fallecio
40 dias/970 g
3 F 28 895g Cesarea 26d Si Si Si 26 Apnea dia 9: 2/2 hemos Negativo AB 19,5 g Fallecié
ECNMR dia 14: 2/2 hemos + flu 6 dias 44 dias/1.500 g

Enteritis dia 16: 1/1 hemo + catéter
necrotizante dia 19: 2/2 hemos
dia 22: catéter

F: femenino. M: masculino. ATB previa: antibioticoterapia previa en dias antes del primer aislamiento de Candida. CVC: catéter venoso central. ARM: asistencia respiratoria
mecdénica. Dias de vida al cultivo con Candida: dias de vida del neonato en el momento del aislamiento de C.albicans (hemocultivo o punta de catéter). Dias desde diag caso indice:
dias transcurridos entre el hemocultivo de C.albicans del caso 1 (diagnéstico caso indice) y cada caso. AB: anfotericina B dosis total. flu: fluconazol. Evolucién. Dias de vida/peso:
dias de vida y peso en gramos en el momento del alta o el fallecimiento. Hemo: hemocultivo positivo. ECNMR: infeccion por estafilococo coagulasa negativa meticilino resistente.



Caso 3. Nifa nacida pretérmino por cesdrea con
bajo peso para la edad gestacional el 12 de julio de 2003.
Antecedentes maternos de hipertension arterial inducida
por el embarazo, maduracién pulmonar con corticosteroi-
des, con retardo de crecimiento intrauterino. Puntuacion de
Apgar de 4 sobre 8, distrés respiratorio, hiperbilirrubine-
mia, hiperglucemia e hipocalcemia. Requiri6 intubacién
endotraqueal, asistencia respiratoria mecdnica, canaliza-
cién de vena y arteria umbilical, nutricién parenteral total,
luminoterapia, tratamiento antibidtico con ampicilina
gentamicina, y administracién de insulina y aminofilina.
Posteriormente recibid tratamiento con vancomicina por
bacteriemia debida a un estafilococo coagulasa negativa-
meticilin resistente El 2 de agosto se afiade imipenem al
tratamiento, por ausencia de mejoria. El 5 de agosto se ini-
ci6 tratamiento empirico con anfotericina B (1 mg/kg/dia).
En los hemocultivos obtenidos al dia siguiente se aislé
C. albicans. Posteriormente se diagnosticé una enterocoli-
tis necrotizante. Presentd candidemia persistente hasta el
11° dia de tratamiento antifingico (dos hemocultivos con
aislamiento de C. albicans al sexto dia de tratamiento, un
hemocultivo positivo el dia ocho, y otros dos el dia 11° de
tratamiento), sin evidencias de vegetaciones, lesiones en
higado, bazo ni en el fondo de ojo. Se aislé C. albicans
en los cultivos de las puntas de catéteres venosos centra-
les yugular izquierdo (colocado al 5° dia y retirado al
8% dia de tratamiento con anfotericina B) y femoral
izquierdo (colocado al 8° dia y retirado a los 14 dias de tra-
tamiento antiftingico). El 20 de agosto se afiadié flucona-
zol (bmg/kg/dia) al tratamiento. Evoluciond térpidamente
con bacteriemia por Staphylococcus aureus. Falleci6 el 25
de agosto de 2003 con 44 dias de vida y a los 28 dias de
la candidemia del caso 1, tras seis dias de tratamiento con
fluconazol y veinte dias con anfotericina B (19, 25 mg/kg
dosis total) y un peso de 1.500 g.

Biisqueda de nuevos casos/portadores. A los 19
dias del diagnéstico del caso 3 (28 dias desde la candide-
mia del primer caso), se tomaron muestras con un hisopo
embebido en agua estéril de las manos de todo el personal,
de boca e ingle de todos los neonatos internados, de la
incubadora del caso 3 y de la boca, la ingle y la vagina de
la madre del caso 1 [8]. La toma de todas las muestras se
realizé hacia la mitad de la jornada laboral sin aviso pre-
vio. La muestra de manos fue tomada de toda la superficie
palmar, los pliegues interdigitales y los bordes ungueales.

Todas las muestras fueron examinadas en fresco y
sembradas por diseminacién en una placa de Chromagar
Candida® y en un tubo de agar glucosado de Sabouraud.
Todos los cultivos fueron incubados a 37 °C durante siete
dias, con observacion diaria del desarrollo. Todos los ais-
lamientos que presentaron color verde sobre la placa fue-
ron identificados como C. albicans, y se aislaron para su
estudio genético. Se registr6 el desarrollo de otras levadu-
ras como no C. albicans.

Estudios de biologia molecular. Para la obtencion
del ADN se us6 una metodologia previamente descrita [5].
Resumidamente, las colonias obtenidas en agar de Sabou-
raud fueron inoculadas en caldo YEPD (2% de glucosa,
2% de peptona, 1% de extracto de levadura) e incubadas
con agitacion orbital. Las células obtenidas tras el creci-
miento se recuperaron por centrifugacién. El sedimento
obtenido fue tratado con zymolasa. Los esferoplastos fue-
ron lisados por incubacién a 65 °C, y posteriormente trata-
dos con proteinasa K (2.000 pg/ml). Se realizé la extrac-
ci6n del material genémico con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico, con tratamiento posterior con acetato de sodio
y etanol. Se resuspendi6 el ADN, previamente tratado con
RNasa, en tamp6n Tris EDTA.

Candidemia en neonatologia
Tiraboschi IN, et al.

Para la amplificacién del ADN por el método
RAPD, se utilizaron dos secuencias nucleotidicas:
5°-AACGCGCAAC-3" (iniciador 1281, GenBank) y
5-GTTTCCGCCC-3" (iniciador 1253, GenBank) [15].
Las condiciones de amplificaciéon fueron las siguientes:
desnaturalizacién inicial durante 5 min a 94 °C, seguida de
45 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30 s,
annealing a 36 °C durante 30 s, y una extensién a 72 °C
durante 1 min. La elongacién final se realizé a 72 °C
durante 10 min. Los fragmentos obtenidos fueron analiza-
dos electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% tefiido
con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio.

Resultados

Todos los aislamientos de C. albicans fueron estu-
diados genéticamente utilizando la técnica RAPD. Ambos
iniciadores empleados generaron patrones similares entre
los aislamientos del hemocultivo y placenta del caso 1,
punta de catéter del caso 2 y hemocultivo del caso 3. Esto
permitié suponer una fuente de infecciéon comtn (Figura 2).

Estudio de nuevos casos/portadores. Se tomaron 80
muestras de manos mediante hisopo: 23 de médicos, 18 de
enfermeras, 13 de personal con diferentes funciones (una
bioquimica, una extraccionista, una técnica radidloga,
una técnica de laboratorio, una obstétra, dos kinesiélogas,
una voluntaria y cinco alumnos), cuatro de empleadas de
limpieza, nueve de recién nacidos (tomando con sendos
hisopos muestras de boca e ingle), una de la incubadora
del caso 3y tres a la madre del caso 1 (boca, ingle y vagina).

No se recuperaron levaduras en las manos de nin-
guno de los 23 médicos estudiados, ni de las 13 personas
con diferentes funciones. Se recuperaron levaduras no
C. albicans en siete de las 18 enfermeras (39%) que traba-
jaban en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal, y en
dos de las cuatro empleadas de limpieza. Los cultivos de
vagina e ingle de la madre del caso 1 fueron negativos,
pero se recuperd una cepa de C. albicans junto a otros dos
aislamientos no C. albicans en boca.

El dia del muestreo epidemiolégico habia nueve
neonatos internados. No crecieron levaduras de las mues-
tras de boca e ingle tomadas de los tres casos que atin esta-
ban internados. Tampoco hubo desarrollo de levaduras de
la muestra tomada de la incubadora del caso 3. Entre los
seis restantes neonatos, dos estaban colonizados, y se
encontraban en la misma sala de internacién en la que
permanecian internados el caso 2 y el caso 3. Uno de los
neonatos presentaba C. albicans en boca e ingle (coloni-
zado 1) y el otro sélo en ingle (colonizado 2), asociada a
otra levadura no C. albicans.

Con los resultados obtenidos con el iniciador 1281,
los aislamientos de la boca de la madre del caso 1 y el de
la boca del colonizado 1 parecian estar relacionados gené-
ticamente con el aislamiento de los casos de candidemia
(Figuras 1y 2). Con el iniciador 1253 ninguno de los ais-
lamientos de los neonatos colonizados ni el de la boca de
la madre del caso 1, muestran relacién genética entre si ni
con los aislamientos de los casos de infeccion.

Discusion

El estudio genético de los aislamientos fenotipica-
mente idénticos es indispensable para poder establecer la
presencia de un brote. No siempre un brote temporalmente
relacionado indica un curso comun de infeccién [6], ya
que puede tratarse de una desafortunada coincidencia mas
que de un brote epidémico [4]. De confirmarse el mismo,
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Figura 1. RAPD de los aislamientos de C. albicans de los cultivos de los
casos 1a3.

se debe tratar de establecer si existe un elemento de conta-
minacién comin, para que, con su eliminacién, se corte la
cadena epidemiol6gica. En ocasiones se ha establecido
como fuente del brote un elemento de uso compartido,
como puede ser la glicerina, la alimentacién parenteral,
elementos del monitoreo intravascular [4] o, mas frecuen-
temente, el personal que no cumple con las precauciones
debidas. El lavado de manos suele ser la precaucion menos
comun y que mds facilmente se quebranta. La trasmisién
de un paciente infectado a otro puede ocurrir en periodos
cortos, inferiores al mes, pero las cepas de C. albicans
pueden permanecer durante un tiempo prolongado (10 me-
ses) en la unidad [9]. Ha sido confirmada con anterioridad
la trasmision intranosocomial de C. albicans [12,14]. Cada
vez existen mds evidencias de que los hongos comensales
de los pacientes son la fuente de infeccion de las micosis
nosocomiales.

En algunos estudios se muestra, en pacientes porta-
dores, una reduccion del grado de colonizacién de Can-
dida (del 10% al 5%) con la administraciéon de 100.000 UI
de nistatina cada 6 h [4]. Dentro de los neonatos coloniza-
dos desarrollan candidiasis sistémica aquellos prematuros,
de bajo peso o con severas enfermedades subyacentes. Las
levaduras pueden ser trasmitidas desde el caso colonizado
hacia otros neonatos por las manos del personal. Al redu-
cir los portadores, se detiene el brote.

Estudios realizados en nuestro medio han podido
demostrar la trasmision horizontal, hallindose la misma
cepa en los pacientes y en las manos del personal [9].
Cuando la infeccion es cruzada, ademas del tratamiento

Figura 2. RAPD de los aislamientos de C. albicans de los pacientes
colonizados.

antifingico a los pacientes, las medidas a implementar son
las barreras de enfermeria, la separacion de pacientes colo-
nizados de los que no lo estuvieran y el lavado de manos.

Varios métodos basados en las caracteristicas feno-
tipicas y en marcadores genotipicos han sido empleados
para investigar la epidemiologia de las infecciones nosoco-
miales causadas por Candida spp. [2,10,16].

La técnica RAPD se ha utilizado con éxito en estu-
dios clinico-epidemioldgicos, permitiendo revelar las rela-
ciones genéticas entre aislamientos de hongos levadurifor-
mes de importancia médica. El nimero de fragmentos
obtenidos, la intensidad de amplificacion y la reproducibi-
lidad de los resultados dependen de las condiciones y de
los componentes de la mezcla de la reaccién.

En el presente estudio se utiliz6 esta técnica para
comparar los patrones de bandas obtenidos entre los aisla-
mientos, a fin de establecer una relacién genética entre los
mismos. Los resultados obtenidos permitieron observar
que con ambos iniciadores se generaban patrones similares
entre los aislamientos del caso 1 (hemocultivo y placenta),
del caso 2 (punta de catéter) y del caso 3 (hemocultivo).
Con el iniciador 1281 los aislamientos de la boca de la
madre del caso 1y el de la boca del colonizado 1 estarian
relacionados genéticamente con el de los casos de candi-
demia. Sin embargo, con el iniciador 1253 ninguno de los
aislamientos de los neonatos colonizados, ni el de la boca
de la madre del caso 1, mostraron relacién genética entre
si ni con los aislamientos de los casos de candidemia.

Los iniciadores empleados fueron previamente uti-
lizados para la caracterizacién genética de aislamientos de



C. parapsilosis demostrando un buen poder discriminato-
rio para género y especie [16]. La experiencia aqui presen-
tada sugiere que también son de utilidad para el estudio
genético de C. albicans.

Todos los casos compartian la misma sala de inter-
nacion, el personal médico, el de enfermeria y el personal
de limpieza. El primer caso de candidemia fue una adqui-
sicién congénita. La madre habia tenido candidiasis vagi-
nal durante el embarazo, presentd ruptura prematura
de membranas y se confirmé el hallazgo de C. albicans en
la placenta. Este aislamiento fue idéntico al recuperado en
la sangre del neonato. La recuperacién de Candida en los
hemocultivos en la primera semana de nacimiento debe
hacer sospechar de la posibilidad de una infeccién con-
génita.

En el segundo neonato, la contaminacién del caté-
ter se constatd al sexto dia de vida. Esto avala la presun-
cién de trasmision horizontal. En virtud de como se des-
arrollo el brote, se presume que el personal podria haber
trasmitido la cepa de Candida a través de las manos, si
bien no se encontré portador alguno de esa levadura en el
momento del estudio.

Es interesante destacar que el dia del estudio del
brote habia nueve neonatos internados. Los casos 1,2, 3y
los que presentaron colonizacién por Candida habian
tenido al nacer un peso promedio de 1.180 g (entre 530
y 1.965 g), en contraposicion con los 2.241 g (de 1.355 a
3.000 g) de peso promedio de los cuatro neonatos que no
presentaron ni infeccién por Candida ni colonizacién el
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dia del estudio (test de Fisher 0,20). La misma diferencia
se observé al comparar la edad gestacional, que fue de 30
semanas en los neonatos con infeccién o colonizacién con
Candida, frente a las 33 semanas en los demds neonatos
(test de Fisher 0,20). Esto apoya la hipétesis de que, en
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