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Resumen: Las manos del personal de salud se consideran importantes para la colonizacion e infeccion por Candida spp. El objetivo del
estudio fue determinar la prevalencia y distribucion de levaduras aisladas en las manos de trabajadores de salud y algunos pacientes,
asi como su sensibilidad in vitro frente al fluconazol y voriconazol. El estudio se realizd en tres servicios del Complejo Hospitalario
Universitario “Ruiz y Paez”: unidad de cuidados intensivos, retén patologico y retén sano. El estudio de sensibilidad se realizd mediante
el método de difusion con discos (Documento M44-A2). Se obtuvieron 79 aislamientos, de los cuales el 50,6% fue Candida albicans y
el 49,4% especies no albicans. Las especies no albicans predominantes fueron C. tropicalis (n=25; 31,6%) seguidas del Complejo C.
parapsilosis (n=13; 16,5%). E1 87,3% y 91,1% de los aislados fue sensible al fluconazol y voriconazol, respectivamente. El 11,4% y 6,3%
fue resistente al fluconazol y al voriconazol. Los resultados de este estudio demuestran que el estado de portador de levaduras en las manos
del personal de salud es importante, por lo tanto es indispensable educarlos sobre el lavado adecuado de las manos, uso de guantes y uso de
antisépticos para evitar o minimizar la posibilidad de transmision de estos agentes.
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In vitro susceptibility to fluconazole and voriconazole of Candida species isolated from
the hands of health care workers and patients

Abstract: The hands of health care workers are considered important for colonization and infection by Candida spp. The aim of the study
was to determine the prevalence and distribution of yeasts isolated from the hands of health personnel and some patients and their in vitro
susceptibility to fluconazole and voriconazole. The study was conducted in three services of the Hospital Universitario “Ruiz y Paez”:
Neonatal Intensive Care Unit and Healthy and Pathologic Newborn Units. The susceptibility tests were performed by the disk diffusion
method (document M44-A2). A total of 79 isolates were obtained, of which 50.6% were Candida albicans and 49.4% non-albicans species.
Among the non-albicans species were C. tropicalis (n = 25; 31.6%) followed by C. parapsilosis complex (n= 13; 16.5%). 87.3% and 91.1%
of isolates were sensitive to fluconazole and voriconazole, respectively. 11.4% and 6.3% were resistant to fluconazole and voriconazole. The
results of this study demonstrate the importance of the carriage of yeasts in the hands of health personnel; therefore it is essential to educate
them about proper hand washing, use of gloves and antiseptic products to prevent or minimize the transmission of these agents.
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Introduccion

La infeccion fingica adquirida en los hospitales esta
aumentando [1-3]. La mayor parte de las candidiasis
nosocomiales son de origen endogeno, debido a que algunas
especies de Candida son parte de la microbiota de piel y
mucosas. Las infecciones de origen exdgeno son las causadas

por levaduras provenientes de las manos del personal
hospitalario u otras fuentes [4-8]. La presencia de levaduras
en manos del personal de salud ha sido ampliamente
documentada y a pesar de ser considerada transitoria, puede
ocasionar brotes epidémicos de candidiasis [9-15].

La transmision de levaduras desde el ambiente a los
pacientes y entre pacientes, frecuentemente comienza en
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las manos del personal de salud [9,13,16,17], por lo tanto,
conocer los patrones de sensibilidad de las mismas resulta
de gran interés en la actualidad [18,19].

Las manos cumplen un papel importante como vehiculo
de transmision exogena de levaduras hacia el paciente
[6,12,19] y es conocido que existe un aumento continuo
de las infecciones fungicas nosocomiales; por ello, es
indispensable conocer la frecuencia de portadores de
levaduras en las manos del personal de salud, relacionarlo
con el servicio hospitalario y con la prevalencia de levaduras
encontradas en los pacientes de un determinado centro de
salud y/o servicio [20,21]. A pesar de la importancia de esto,
no existe informacion sobre las especies de levaduras y los
perfiles de sensibilidad in vitro en el personal de salud en
nuestro medio. Por tal motivo, se realiz6 el presente estudio
con el objetivo de determinar la prevalencia y distribucion
de levaduras aisladas de las manos de los trabajadores
de salud y algunos pacientes, asi como su sensibilidad in
vitro frente a fluconazol y voriconazol, en el Complejo
Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”, hospital de
referencia de Ciudad Bolivar, estado Bolivar.

Pacientes y métodos

Este es un estudio descriptivo y prospectivo de tipo
transversal. Se procedid a realizar un muestreo al azar
del personal de salud que labora en los servicios de la
unidad de cuidados intensivos (UCI), retén patologico
y retén general (sano), y en algunos pacientes que se
encontraban hospitalizados en el momento del estudio en
dichos servicios del Complejo Hospitalario Universitario
“Ruiz y Paez”, sin diagnostico clinico de candidiasis.
Siendo notificados previamente del objetivo del estudio, se
solicitd el consentimiento informado de forma voluntaria y
oportuna a los jefes de servicios, personal, representantes
y pacientes para la toma de las muestras. Se respetaron
los principios €ticos para la investigacion médica en seres
humanos, siguiendo los lineamientos de la Declaracion de
Helsinki. Este estudio fue aprobado por la Comision de
Tesis de Grado de la Universidad de Oriente, quien revisa
los aspectos éticos y metodologicos de la investigacion.

A cada uno de los trabajadores de salud y a los pacientes
se les tomaron, por duplicado, muestras de cada mano.
Para ello, se frotd, con un hisopo humedecido con solucion
salina fisiologica estéril (NaCl 0,85%) la palma de las
manos, dorso, region interdigital y ufias; luego fueron
sembradas por agotamiento en medio Sabouraud dextrosa
mas cloranfenicol; ademas se tomaron impresiones de
los dedos, uilas y dorso de la mano (derecha e izquierda)
directamente sobre este medio de cultivo. Las placas
sembradas se incubaron a 37 °C, en aerobiosis, durante 7
dias. Cada una de las cepas aisladas fue conservada en el
Laboratorio de Parasitologia y Microbiologia de la Escuela
de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco Battistini Casalta” de
la Universidad de Oriente, en tubos inclinados de Sabouraud
con cloranfenicol y en agua destilada estéril hasta que se
realiz6 el estudio de sensibilidad in vitro.

Se establecidé un grupo control, cuyo unico criterio
de inclusion fue que los sujetos no hubieran visitado ni
permanecido en centros hospitalarios. Este grupo estuvo
constituido por cursantes del 4to, 5to, 6to, 7mo y 8vo
semestre de la carrera de Bioanalisis (pre clinico) de la
Escuela de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco Battistini
Casalta” y que en forma voluntaria aceptaron participar en
el estudio. Las muestras fueron tomadas de ambas manos,
realizando el mismo procedimiento antes descrito.

Identificacion de las levaduras: Las levaduras se
identificaron mediante pruebas fenotipicas. Para la
identificacion de las diferentes especies de levaduras se
realizé inicialmente un examen directo con KOH al 20% y
azul de lactofenol a cada una de las muestras inoculadas en
medio de Sabouraud dextrosa cloranfenicol; para observar su
micromorfologia, se utilizaron métodos convencionales en
agar crema de arroz, prueba de tubo germinal, formacion de
clamidosporas, morfologia en medio de Staib, crecimiento
en medio de Sabouraud hipertdnico, crecimiento a 45 °C,
prucba de ureasa ¢ identificacion en agar cromogénico
Brilliance Candida (Oxo0id®) y CHROMagar Candida®
(CHROMagar Microbiology, Paris, Francia). Ademas, se
realizaron pruebas bioquimicas mediante auxonograma
utilizando los sistemas Api 20C (bioMerieux, France®) y
Api 32C (bioMerieux, France®), cuando fue necesario.

Estudio de sensibilidad in vitro a los antifungicos: Se
empled el método de difusion en medio so6lido; para ello, a
partir de un cultivo de 24 horas a 35 °C en agar Sabouraud
dextrosa, se prepar6 una suspension de las levaduras y se
ajustod su concentracion a una turbidez de 0,5 en la escala
de McFarland (equivalente a 1-5x10° UFC/mL) con
solucion salina estéril. Posteriormente, se impregnd un
hisopo humedecido con la suspension ajustada y se inoculd
la superficie de una placa de agar Mieller Hinton (BBL®)
suplementada con glucosa al 2% y con 0,5 mg/mL de azul
de metileno, de modo uniforme. Se dejé secar de 5 a 15
minutos. Luego se colocaron los discos de fluconazol
(25 pg) y voriconazol (1 pg) (Oxo0id®), siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) [22]. Las placas se incubaron a 35 °C
durante 24 horas. Para la lectura e interpretacion de los
resultados se utilizaron los puntos de corte recomendados
por el CLSI. Para el fluconazol se consider6 resistente
cuando el halo de inhibicion fue <14 mm, susceptible dosis
dependiente (SDD) entre 15-18 mm y sensible > 19 mm.
Para el voriconazol se considero resistente cuando el halo
de inhibicion fue <13 mm, SDD entre 14-16 mm y sensible
>17 mm [22].

Las cepas de control de calidad fueron evaluadas de la
misma forma y se incluyeron siempre que fue ensayado un
aislado. Se utilizaron las cepas control de la American Type
Culture Collection (ATCC): C. albicans ATCC 90028, C.
parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258.

Andalisis estadistico: Todos los resultados se almacenaron en
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una base de datos creada en Microsoft Excel® (Microsoft,
Redmond, WA) para este propdsito, y se analizaron
utilizando el Programa SPSS® version 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Los datos cualitativos se presentaron como
frecuencias absolutas y porcentajes. La prueba de Ji* se
utiliz6 para comparar las frecuencias de aislamientos de
Candida spp. y sensibilidad a los azoles entre los sujetos
de estudio y controles. Todos los datos se consideraron
estadisticamente significativos con valores de p< 0,05.

Resultados

En este estudio participaron 66 sujetos voluntarios, entre
ellos personal médico (n=17; 25,8%), enfermeros (n=20;
30,3%), paramédicos (n=1; 1,5%), camilleros (n=2; 3,0%),
personal de limpieza (n=5; 7,6%) y pacientes recluidos en
los diferentes servicios (n=21; 31,8%). Como grupo control
participaron 33 estudiantes de Bioanalisis.

Se obtuvo un total de 79 aislamientos de diferentes especies
de Candida en 45 trabajadores (68,2%), correspondientes
a 7 aislados en el personal médico (41,2%), 11 (55%) en
el personal de enfermeria, 21 (100%) en los pacientes
hospitalizados, 1 (100%) en el personal paramédico, 1 (50%)
en los camilleros y 4 (80%) en el personal de limpieza. Con
respecto al grupo control solo en 16 (48,5%) de ellos se
logré el aislamiento de Candida spp. (Tabla 1).

De las cepas aisladas del género Candida, la especie
predominante fue C. albicans (n=40; 50,6%), seguida de
C. tropicalis (n= 25; 31,6%), el Complejo C. parapsilosis
(n=13; 16,5%) y C. dubliniensis (n=1; 1,3%). El grupo con
mayor cantidad de aislamientos de Candida spp. fueron los
pacientes (19 C. albicans 'y 7 C. tropicalis), seguido por los
profesionales de enfermeria (11 C. albicans y 4 C. tropicalis).
No hubo diferencia significativa en la distribucion de
levaduras en el personal de salud (p=0,136). Ademas, se

Tabla 1. Aislamientos de Candida spp. segun la ocupacion o condicion del
personal en el Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”, Ciudad
Bolivar, Venezuela.

Ocupacion
]
k=
o
O
. . 8 =3
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&, 2 3 & &
%] = = =
5T € 5 £ g E 2
> 4 & & 5 O 4
C. albicans 2 11 19 1 1 2 4 40 (50,6%)
C. tropicalis 4 4 7 0 1 0 9 25(31,6%
Complejo C. 1 2 5 0 3 0 2 13(165%)
parapsilosis
C. dubliniensis 0 0 0 0 0 0 1 1(1,3%)
Total 7 17 31 1 5 2 16 79 (100%)

Tabla 2. Candida spp. aisladas seglin servicios y grupo control. Complejo
Hospitalario Universitario “Ruiz y Péez”, Ciudad Bolivar, Venezuela.

Servicios
Especies aisladas
ucCl RP RG GC Total (%)
C. albicans 17 12 7 4 40 (50,6)
C. tropicalis 3 8 5 9 25 (31,6)
Complejo C. 7 3 1 2 25 (31,6)
parapsilosis
C. dubliniensis 0 0 0 1 1(1,3)
Total 27 (34,2) 23(29,1) 13(16,5) 16(20,2) 79 (100)

UCI: unidad de cuidados intensivos; RP: retén patologico; RG: retén
general; GC: grupo control.

Tabla 3. Sensibilidad in vitro de los aislamientos de Candida spp. al
fluconazol y voriconazol.

Sensible SDD  Resistente

Aislamiento Antifingicos n (%) n (%) n (%) Total

Fluconazol 38 (95)  0(0) 2(5) 40 (50,6)
C. albicans

Voriconazol 38 (95) 0(0) 2(5) 40 (50,6)

Fluconazol 18(72) 1(4)  6(24) 25(31,6)
C. tropicalis

Voriconazol 21 (84)  2(8) 2(8)  25(3L6)
Complejo ¢, Fluconazol 13(100)  0(0) 0(0) 13(16,5)
parapsilosis o ioonas0l 13 (100)  0(0) 0(0) 13(16,5)
C Fluconazol 0 (0) 0(0)  1(100) 1(13)

dubliniensis ;oo 0 (0) 0(0) 1(100)  1(1,3)

SDD: susceptible dosis dependiente.

encontraron 9 aislamientos de especies no-Candida entre
los sujetos que laboran en el hospital: Aspergillus sp. (n=5;
6,9%), Rhodotorula sp. (n=2; 2,8%), Geotrichum s.p (n=1;
1,4%) y Prototheca sp. (n=1; 1,4%). En el grupo control no
se aislaron estas especies.

Con respecto a los aislamientos en los diferentes servicios
del Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”, se
obtuvo que en la UCI se aislaron 27 (34,2%) levaduras
del género Candida, en retén patologico 23 (29,1%) y en
retén general 13 (16,5%). Hubo diferencia significativa en
la distribucién de las levaduras en los diferentes servicios,
siendo mayor su aislamiento en la UCI (p=0,028). C.
albicans prevalecio frente a otras especies no-albicans
en los servicios antes nombrados, a diferencia del grupo
control, donde se aislé predominantemente C. tropicalis
(Tabla 2).

C. albicans fue sensible a fluconazol (n=38; 95,0%),
seguida por C. tropicalis y el Complejo C. parapsilosis. El
24,0% (n=06) de C. tropicalis fue resistente al fluconazol.
Con relacion al voriconazol, la mayoria de los aislados
de C. albicans fue sensible (n=38; 95,0%); en cuanto a la
resistencia, cabe destacar que solo 2 aislamientos de C.
albicans (5,0%) y C. tropicalis (8,0%) fueron resistentes a
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este antifingico (Tabla 3). No hubo diferencia significativa
en cuanto a la sensibilidad in vitro frente a fluconazol y
voriconazol en las diferentes especies de Candida (p>0,05).

Discusion

El aislamiento de levaduras en las manos del personal
del hospital fue mayor que en el grupo control, siendo mas
prevalente en el personal de enfermeria (85%) y en los
pacientes (67,7%), resultado similar al trabajo realizado
por Carrillo-Dover y col [4]. Varios estudios han sefialado
que las manos de las enfermeras estan mas colonizadas que
las de los médicos [8,10,11,19]; sin embargo, los estudios
publicados por Findik et al [23] y Huang et al [24] han
reportado en las enfermeras porcentajes de colonizacion por
Candida de 8,6% y 10%, respectivamente.

La presencia de levaduras en las manos del personal de
salud y en los pacientes posiblemente esté relacionada al
contacto estrecho entre ellos. Ademas, se ha observado que
las enfermeras se lavan menos las manos que los médicos,
pocas veces emplean guantes durante los cuidados rutinarios
de los pacientes y menos aln realizan antisepsia y usan
guantes durante la administracion de los medicamentos,
al menos en nuestro medio. Por otra parte, los pacientes
hospitalizados estan mas limitados para realizar el continuo
lavado de las manos, fundamentalmente en los servicios
seleccionados de UCI, reten patoldgico y reten general, ya
que dependen de otros para realizarlo. Se ha demostrado
que los antisépticos (alcoholes, clorhexidina, clorina,
hexaclorofeno, yodo, cloroxylenol, compuestos de amonios
cuaternarios y triclosan) deben afiadirse al proceso de
lavado de manos (agua y jabon) para lograr una proteccion
optima contra las infecciones nosocomiales en la practica
hospitalaria de rutina [25,26].

Se ha descrito que la presencia de levaduras en las manos
de personas sanas de la comunidad es baja, siendo su
frecuencia inferior al 5% [8]; sin embargo, en este estudio
se demostro la presencia de levaduras en el 48,5% del grupo
control, lo que significa que estos individuos estan mas
colonizados posiblemente porque no lavan frecuentemente
sus manos, ya que permanecen muchas horas fuera de su
domicilio.

En la década de 1960, la principal especie de interés
clinico era C. albicans y su frecuencia fluctuaba entre menos
del 1% en las manos de personas de la comunidad y el 17%
en las del personal de salud [27,28]. Estudios posteriores,
que abarcan un mayor espectro de levaduras, han sefialado
un predominio de C. parapsilosis y/o Rodothorula spp. en
manos del personal de salud y de la comunidad [8,11,13,14].
Cabe destacar un mayor aislamiento de C. albicans, seguido
de C. tropicalis y del Complejo C. parapsilosis, ademas
de Aspergillus sp., Rhodothorula sp., Geotrichum sp. y
Prototheca sp. en el personal de salud en este estudio a
diferencia de otro estudio reciente, realizado en las manos
del personal de la Unidad de Cuidados Intensivos de un
Hospital Universitario de Coro (médicos, enfermeras y
personal de limpieza), donde se aislaron predominantemente

levaduras del Complejo C. parapsilosis (n=9; 75%), C.
tropicalis (n=2; 16,6%) y Rhodotorula spp. (n=1; 8,3%) y
no se aislé C. albicans [21].

Silva et al.,demostraron que la especie predominante en
las manos de los estudiantes fue C. parapsilosis, tanto para
estudiantes sin ningun contacto con el medio hospitalario
(ciclo basico), como para los estudiantes del Gltimo afio, que
permanecian gran parte del dia en el medio hospitalario y en
contacto con los pacientes [20], a diferencia del presente
estudio donde predominé C. tropicalis.

Si analizamos la frecuencia de las especies aisladas, son
similares a las que se han observado en el Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel” de Caracas, Venezuela, durante
el periodo 1996-2002, donde C. albicans fue la especie
mas frecuentemente aislada de muestras clinicas, seguida
de C. tropicalis y especies del Complejo C. parapsilosis
[29], resultados que difieren del trabajo realizado por
Perozo y col [30], en la ciudad de Maracaibo; quizas ello
esté relacionado con el area geografica, tipo de paciente,
patologia de base, edad y uso previo de antiflingicos, entre
otros. La frecuencia de las diferentes especies de levaduras
varia considerablemente entre los distintos paises, centros
de salud y en diferentes periodos de tiempo [31].

No obstante, en esta investigacion las especies de Candida
no albicans representaron un porcentaje importante de
aislamientos, lo que evidencia el auge de estas especies
como posibles patogenos. Sin embargo, C. tropicalis fue
mas frecuente en el grupo control, que tiene menos contacto
con el ambiente hospitalario y el unico aislamiento de
C. dubliniensis fue también en este grupo, posiblemente
debido a que esta levadura es considerada microbiota de la
cavidad oral de los humanos [32].

Son escasos los estudios que evaluan la sensibilidad in
vitro de las levaduras aisladas de manos del personal de
salud [4,21,17]. Al comparar el comportamiento de C.
albicans frente al fluconazol y voriconazol se demostrd
que mas del 90% de las cepas aisladas fueron sensibles,
resultado similar al estudio realizado por Bonassoli ef a/
[17]. Resultados diferentes han sido obtenidos en el trabajo
de Carrillo-Dover y col [4], quienes demostraron un 100%
de sensibilidad en sus aislados empleando el método de
microdilucion en caldo, y el de Saul y Hernandez [21],
quienes encontraron cepas del Complejo C. parapsilosis
SDD vy resistentes al fluconazol y voriconazol. En esta
investigacion, C. albicans (5%), C. tropicalis (24% y 8%)y
C. dubliniensis (100%) mostraron resistencia al fluconazol
y voriconazol, respectivamente. Es importante evaluar
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de estos
aislados, mediante métodos de referencia estandarizados,
para verificar la existencia de cepas resistentes circulantes
en este ambiente; sin embargo, los resultados de este estudio
han demostrado que la mayoria de las cepas circulantes de
C. albicans son sensibles a los triazoles. Ademas, seria
interesante realizar estudios prospectivos en pacientes
criticos con candidiasis en este centro, correlacionar los
aislamientos con el perfil de sensibilidad y compararlos con
los obtenidos en el personal de salud.
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C. tropicalis evidencid una mayor resistencia frente
a los azoles que C. albicans. El unico aislamiento de C.
dubliniensis resultd resistente a ambos azoles ensayados;
este hallazgo difiere de otros estudios [33], donde
contrariamente C. dubliniensis mostrd una alta sensibilidad
para fluconazol y voriconazol. De igual manera Peman y
col., [34] encontraron alta sensibilidad de C. dubliniensis a
estos antimicéticos, con baja resistencia frente al fluconazol
(0,58%).

Se pudo observar que el personal con mayor cantidad
de aislamientos trabajaba en la UCI (n=27), seguido
por el personal de retén patoldgico (n=23), hallazgo que
difiere al encontrado por Carrillo-Dover y col., [4] en
el Centro Hospitalario San Juan de Dios de Costa Rica,
quienes encontraron la mayor cantidad de aislamientos
de levaduras en el personal de cirugia 3 (n=50; 51,5%).
El predominio de aislamientos en UCI y retén patologico
puede deberse al continuo contacto del personal de salud
con pacientes en estado critico, inmunosuprimidos y con
factores predisponentes intrinsecos (ayuno prolongado,
desnutricion) y extrinsecos (administracion de antibioticos
de amplio espectro, cirugia, uso de esteroides, catéteres
centrales, nutricion parenteral y ventilacion mecanica),
que de alguna manera implican mayor manipulacion de
los pacientes por una gran cantidad de personas integrantes
del equipo de salud, que podrian actuar como agentes de
transmision de Candida spp., aumentando su riesgo de
colonizacion por esta levadura [4].

Los resultados de este estudio han demostrado que el
estado de portador de levaduras en las manos del personal
de salud es importante y muy comun en los departamentos
investigados, aunque su origen no estd claro; por lo
tanto, es indispensable educarlos correctamente sobre el
lavado frecuente de las manos, uso adecuado de guantes
cuando se manipulan los pacientes y uso de antisépticos
para la prevencion y control de la transmision cruzada de
estos agentes en el medio hospitalario, para asi evitar las
infecciones nosocomiales por Candida spp.
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