UNIVERSIDAD NACIONAL DEL NORDESTE
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN MICOLOGIA MEDICA

“Candida parapsﬂosis,sensu lato.
Identificaci6n molecular de especies y estudio del

“perfil de sensibilidad a los antifingicos”

Tesxsta Catta.na.Mana Ennha
Dlrector Gmllermo Garcia—Eifron

Insfituto de Medicina Regional - UNNE
Resistencia, Chaco. Argentina

| ANO2016 -



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL NORDESTI

C 7;/('////(/(/ de O / /('(//'('/'//(/

Tesis de posgrado para optar por el titulo de
Magister en Micologia Médica

“Candida parapsilosis sensu lato.
Identificacion molecular de especies y
estudio del perfil de sensibilidad a los

antifungicos”

Tesista: Cattana Maria Emilia
Director: Guillermo Garcia-Effron

Instituto de Medicina Regional - UNNE
Resistencia, Chaco. Argentina
ANO 2016



A mi compafiero, por el amor, el apoyo y el estimulo
A mama y papa, por ser incondicionales
A Julia, que le cambi6 el sentido a mi vida



Agradecimientos

A Guillermo quién acepté ser mi Director, y me acompafid y brindd su
conocimiento en la elaboracion de esta tesis. A sus colaboradoras, sin quienes
habria sido imposible la concrecion de este proyecto.

A Gustavo Giusiano que me apoyo en este y en todos los proyectos que quise
emprender en estos afios de trabajo en el Area de Micologia del Instituto de
Medicina Regional.

A Lili, Florencia, Mariana, Tina, Javier, compafieros y amigos que siempre
me ayudaron y apoyaron en todo.

Al Instituto de Medicina Regional, lugar de trabajo y segunda casa.

Al Laboratorio de Antifungicos del Dpto. Micologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran ™.

Muchas gracias



CONTENIDO

INDICE DE FOTOGRAFIAS Y TABLAS ..ottt nn et enn s 1
RESUMEN .. 2
INTRODUCCION ...ttt ettt ettt ettt et et et e e et et et e s et e st ese et es e et esestesesaesseteneasens 4
FACIOreS e VIFUIBNCIA ... ..eeiiieiiee ettt e e s e nnne e nanes 6
MaNIfEStACIONES CIIMICAS ......veiiieieiiii e e e e e nn e e e 7
Sensibilidad @ 10S antiflNGICOS .........uiiiiiii et b e nees 8
Lol o] (oo | - SRR 9
Caracteristicas bioquimicas Y fiSIOIOQICAS .........uuuiiiieeiiiiiiiiiie e e e e e e e 10
Identificacion por ME&todos NO CONVENCIONAIES ..........cooiiiiiiiiiiiie e 11
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt e ettt et et et et et e et ese et ete et ese s eresteneatns 13
HIPOTESIS ...ttt ettt et 14
OBUJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt e et e e et e eeeee e et e eeeeeeeeeseeeeeeeseessennnsennnnnennnnnrnnes 15
ODJELIVO GENEIAL ....eiiiiiee ettt ettt e ettt e e st e e e sabb e e e e sabe e e e e sabbeeeeanbneeeeane 15
ODbjJEtiVOS ESPECITICOS .. it e e e e e e e e e e e e s et et e et e e e e s sanrnraeaeaeeaean 15
MATERIALES Y METODOS ... . 16
1dentificacion fENOLIPICA. ... ..coiiiiiiie it 16
[0 [T g1 v1{lor=Toa o] g To [T a o (1] (o NS PO PPRPPRNt 17
Estudio in vitro de la sensibilidad a [0S antifingiCoS ...........ccooiiiiiiiiiiie e 18
Analisis estadistico de resultados de sensibilidad ..., 20
RESUL T AD O S ... 21
DISCUSION .o 26
CONCLUSIONES ...ttt ettt et ettt et ettt ettt e et e et e et ettt e e eeeeeeeeeseseseseesssssenenennnnnnes 32
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt et ettt e et ae et e e et e st e s e s e s ate s aseenetenas 33



MAESTRIA EN MICOLOGIA MEDICA | MARIA EMILIA CATTANA

INDICE DE FOTOGRAFIAS Y TABLAS

Fotografia 1. C. parapsilosis sensu lato en agar leche — Tween 80..........ccccvveeeeeeeiiiiiiinieeee e 21
Fotografia 2. Electroforesis en gel de agarosa de PCR-REA de FKS1 y digestion con EcoR1 ..... 22

Fotografia 3. Electroforesis en gel de agarosa de PCR-REA de FKS1 y digestiéon con EcoR1 ..... 22

Fotografia 4. CIM para AMB por el método de referencia M27-A3 de la CLSI. .......cccoveevivvveeennen. 24
Fotografia 5. CIM para FLC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI ........cccccvveeveveeeiicnns 24
Fotografia 6. CIM para ITC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI ........coccccvvveveveeeiiinns 25
Fotografia 7. CIM para VRC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI .........ccccoveveveeriinnns 25
Tabla 1. Puntos de corte para FLC, ITC y VRC establecidos por la CLSI .......cccccoviieieiniiiienninnenn, 20
Tabla 2. Puntos de corte para ANF y CSF establecidos por EUCAST .......cccvveviiiiiiiieeee e 20

Tabla 3. Media geométrica, moda y rangos de concentracion obtenidos para 59 aislamientos de C.
PAIAPSIOSIS S.S. .uuuuuuiuiuiiiiiiiititiriietirr e ———————————————————————————————_—————————————————————————————————————— 23
Tabla 4. Aislamientos sensibles, sensibles dependiente de dosis y resistentes, para cada droga
ensayada para los aislamientos de C. parapsilOSiS S.S....ccciiviriiiiiiiiiii i 23
Tabla 5. Estudios previos sobre prevalencia de las especies de C. parapsilosis sensu lato en
LSt T | = 27
Tabla 6. CIM 50 y CIM 90 de trabajos previos sobre C. parapsilosis s.s. por método de
g 1ol oo 1 0ol To] o O PP P P UP PO PRTPUPRPPRPRPPI 29

Tabla 7. Distribucion de C. parapsilosis s. s. por tipo de muestra y sus valores de CIM................. 39

z

INDICE DE FOTOGRAFIAS Y TABLAS

z



MAESTRIA EN MICOLOGIA MEDICA | MARIA EMILIA CATTANA

RESUMEN

Candida parapsilosis sensu lato (C. parapsilosis sensu lato) es un complejo que incluye 3
especies intimamente relacionadas: C. parapsilosis sensu stricto (s.s.), C. orthopsilosis y
C. metapsilosis. Varios estudios han demostrado que las mismas presentan virulencia y
perfiles de sensibilidad diferenciales. Este complejo se asocia a un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, siendo la fungemia la mas importante por su frecuencia de
aparicion y morbilidad asociada. En la actualidad, la incidencia de C. parapsilosis sensu
lato ha aumentado drasticamente, y es la segunda especie flngica aislada con mayor
frecuencia de hemocultivos en Latinoamérica; en Argentina es el primer agente etiol6gico
de candidemia en unidades de cuidados intensivos pediatricos y neonatales, con una
prevalencia hasta 10 veces mayor que en adultos. Se propaga en los nosocomios a través
de las manos del personal, siendo esta via de infeccion horizontal una de las mas
comunes. Ademas, tienen la capacidad de colonizar la piel, proliferar en soluciones que
contienen azucar y adherirse a los dispositivos médicos plasticos y otras herramientas
utilizadas en la clinica formando biopeliculas.

El objetivo del trabajo fue conocer la prevalencia y el perfil de sensibilidad a los
antifingicos de las distintas especies del complejo C. parapsilosis implicadas en
candidemias de pacientes pediatricos, debido a que no existe informacion en la regién
noreste del pais.

Se estudiaron cepas de C. parapsilosis sensu lato, provenientes de hemocultivos vy
catéteres de pacientes pediatricos internados en nosocomios publicos y privados de las
ciudades de Resistencia y Corrientes. Los aislados fueron identificados mediante una
PCR-based restriction endonuclease analysis (PCR-REA), en la que se amplific6 una
region del gen FKS1, que luego se digiri6 con la enzima de restriccion EcoRIl. Se

determiné la concentracién inhibitoria minima (CIM) frente a fluconazol, itraconazol,
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voriconazol y anfotericina B y se interpretaron los resultados segun el método de
microdilucién del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI). La actividad in vitro y la
interpretacion de los resultados para caspofungina y anidulafungina se realizé mediante el
método de microdilucion del European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST).

Se estudiaron 60 aislados de C. parapsilosis sensu lato, recuperados de neonatos y de
nifios de 6 afos de edad. De las 60 cepas estudiadas, 59 (98%) fueron identificadas como
C. parapsilosis s.s. y sOlo 1 (2%) como C. orthopsilosis. Entre los aislados de C.
parapsilosis s.s. se encontré un amplio rango de CIM para las equinocandinas, pero no se
encontraron aislados resistentes. Con respecto a la anfotericina B, se encontré un 15% de
aislados con sensibilidad reducida (CIM > 1 ug/mL); y en el grupo de los azdlicos, el que
mayor amplitud de rango present6 fue el fluconazol. Sin embargo, mas del 90% de los
aislados fueron sensibles a fluconazol, itraconazol y voriconazol, y no se encontraron
aislados resistentes a este grupo de drogas. La Unica cepa de C. orthopsilosis fue
sensible a todas las drogas ensayadas.

La mayoria de los aislados en nuestro estudio correspondieron a C. parapsilosis s. s., y
presentaron un alto porcentaje de sensibilidad al fluconazol, pero también un porcentaje
considerable de aislamientos resistentes a la anfotericina B. Por otro lado, las
equinocandinas no mostraron una buena actividad a diferencia del voriconazol y el
itraconazol.

Si bien la discriminacién de especies cripticas dentro del complejo C. parapsilosis no
tendria una gran utilidad clinica, es importante el monitoreo sistematico para conocer
cambios en la distribucion de especies y detectar resistencias.

Se trata del primer estudio de prevalencia de las especies del complejo C. parapsilosis y
sus perfiles de sensibilidad a los antifungicos en pacientes pediatricos con diagndstico de

candidemia en nuestro pais.
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INTRODUCCION

La candidemia es la cuarta infeccion nosocomial mas prevalente del torrente sanguineo y
la infeccion intrahospitalaria por hongos mas frecuente. En las Ultimas décadas, su
incidencia tuvo un aumento sostenido, en especial en los pacientes hospitalizados,
probablemente debido a una mayor prevalencia de huéspedes susceptibles, que reciben
tratamientos inmunosupresores asociados con trasplantes, y antibiéticos de amplio
espectro, es significativa la mortalidad atribuible y la morbilidad asociada a la
hospitalizacién en todos los grupos de edad (1-3).

En los nifios hospitalizados, la fungemia es un problema creciente, especialmente en
aguellos que estan en las unidades de cuidados intensivos pediatricos y neonatales. Todo
recién nacido debe considerarse un individuo inmunodeficiente funcional porque tanto los
componentes de su sistema inmunitario como su estructura epitelial son inmaduros. El
grado de inmunosupresién esta inversamente relacionado con la edad gestacional y el
peso al nacer (1,2,4-6).

En las décadas pasadas, la mayor parte de estas infecciones estaba causada por C.
albicans. Actualmente, la epidemiologia de las candidemias esta cambiando, y la
proporcion de infecciones causadas por C. no-albicans ha aumentado en forma
exponencial. Hoy se considera que mas del 50% de las candidemias son causadas por
otras especies del género Candida. Dada la inherente menor sensibilidad de muchas de
estas especies a los antifungicos disponibles, las especies emergentes han alcanzado
notoria relevancia clinica (5-9).

Aungue la incidencia y la prevalencia de las especies de Candida involucradas varia
segun la region geogréafica, las caracteristicas de los pacientes que se atienden y la
complejidad del centro asistencial, en la ultima década, el complejo C. parapsilosis ha

aumentado su incidencia posicionandose como la segunda especie de Candida aislada

z
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con mayor frecuencia de los hemocultivos en Asia, Latinoamérica y algunos paises de
Europa, incluso llega a superar a C. albicans segun informan las estadisticas de algunos
hospitales pediatricos (5,10-15).

C. parapsilosis es un complejo de especies (C. parapsilosis sensu lato o complejo C.
parapsilosis) que incluye 3 especies intimamente relacionadas: C. parapsilosis sensu
stricto (s.s.), C. orthopsilosis y C. metapsilosis (16). Este complejo pertenece al Reino
Fungi, Phylum Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Sacchamycetes, Orden
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae. Son hongos diploides que
morfolégicamente se presentan como levaduras con algunas células ovoide y otras
alargadas, solas o en pares, y pseudomicelio, sin la capacidad de formar hifa verdadera
(17,18). Si bien en un principio se propuso que Lodderomyces elongisporus era el
teleomorfo de alguna de las especies del complejo, luego se demostrd que se trata de dos
géneros diferentes, y hasta el momento no se conoce reproduccion sexual en ninguna de
las especies del complejo C. parapsilosis (19).

C. parapsilosis sensu lato fue descripta por primera vez en 1928 por Ashford, quién la
aisl6 de las heces de un paciente con diarrea en Puerto Rico. Fue llamada Monilia
parapsilosis para diferenciarla del aislamiento mas comun, Monilia psilosis, hoy C.
albicans (10,20). La cepa tipo de la especie ATCC 22019, es ampliamente utilizada como
cepa control, y es el aislamiento original de Ashford (20) que luego fue reclasificada en
1932 a C. parapsilosis por Langeron y Talice (21).

C. parapsilosis s.s. posee enzimas tales como aspartico proteasas, lipasas, carbonilo
reductasa, y xilosa reductasa, cuyas propiedades biocataliticas tienen diversas
aplicaciones industriales, como la sintesis estéreo-especifica de alcoholes quirales, o
produccion del edulcorante natural xilitol. Otra caracteristica fisiologica interesante de esta

levadura es su capacidad de degradar diversos compuestos aromaticos (22).

z
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C. parapsilosis sensu lato es agente causal de multiples patologias tanto en huéspedes
inmunocomprometidos como inmunocompetentes, y son los recién nacidos de bajo peso
los mas afectados. La alta incidencia de este complejo como patégeno humano se puede
relacionar con su capacidad de colonizar la piel, proliferar en las soluciones que contienen
azucar y adherirse a los dispositivos médicos plasticos y otras herramientas utilizadas en

la clinica formando biopeliculas (10,23,24).

FACTORES DE VIRULENCIA

Adherencia y formacién de biopeliculas. La capacidad de adherencia es una
caracteristica importante de este complejo. El establecimiento de la colonizacién y la
infeccion del complejo C. parapsilosis dependen en parte de la capacidad del hongo para
adherirse a las células y tejidos del huésped, en particular a las superficies mucosas.
Ademas, la formacion de biopelicula estd precedida por la adhesion a los tejidos o
dispositivos médicos (10,25).

Aunque, C. parapsilosis sensu lato produce cuantitativamente menos biopelicula y
estructuralmente de menor complejidad que C. albicans (26), ciertos fenotipos de C.
parapsilosis sensu lato, con mayor capacidad de formar pseudohifa, generan mayores
cantidades de biopelicula y son mas invasivas que las cepas en las cuales predomina la
forma levaduriforme. Aunque esto se ve con mayor frecuencia en los aislamientos de C.
parapsilosis s.s. y C. orthopsilosis (27—30), las tres especies que conforman el complejo
son capaces de formar biopeliculas con una topografia de la superficie y arquitectura
similares (31).

La formacién de biopeliculas limita la penetracion de antifingicos a través de la matriz,
confiriendo resistencia significativa a la terapia antifingica, ademas de brindar proteccion

frente a la respuesta inmune del hospedero (10).

z
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Secrecién de enzimas. Cada vez cobra mayor importancia el estudio de la secrecién
extracelular de enzimas por parte de los microorganismos patégenos, ya que las mismas
tendrian un rol en su potencial patogénico y también podrian ser blancos de nuevas
terapias. En C. parapsilosis sensu lato se encuentran principalmente el complejo
enzimatico de proteinasas asparticas, fosfolipasas, lipasas y hemolisinas. Aunque no esta
del todo esclarecido su rol en la patogénesis de las especies del complejo, se demostrd
gue las mismas enzimas estan involucradas como determinantes de virulencia en C.
albicans (10,32-36).

Si bien las 3 especies fueron halladas causando patologia, existen numerosos estudios
gue muestran que hay diferencias en la expresion de los distintos factores de virulencia de
estas especies. Varios autores coinciden en que C. metapsilosis es la especie menos
virulenta, e incluso lo demostraron en modelos de infeccién celular, por lo tanto, fue la

especie que se aislé con menor frecuencia en infecciones (28,36—-39).

MANIFESTACIONES CLINICAS

C. parapsilosis sensu lato se asocia a un amplio espectro de manifestaciones clinicas que
van desde infecciones superficiales como son la onicomicosis, la otomicosis; infecciones
oculares (10,40-44); infecciones de las mucosas como vulvovaginitis (10,23); infecciones
del tracto urinario (10,23,45); hasta infecciones sistémicas que comprometen la vida del
paciente por ejemplo endocarditis, meningitis o peritonitis, pero la forma clinica mas
importante por su frecuencia de aparicion y morbilidad asociada es la fungemia. C.
parapsilosis sensu lato se encuentra dentro de las principales especies de Candida
causantes de enfermedad invasiva en todo el mundo (10,23,46,47).

En contraste con las infecciones por C. albicans, las producidas por C. parapsilosis sensu

lato pueden ocurrir sin la colonizacién previa, especialmente en nifios pequefios (5).

z
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La presentacion de las fungemias por C. parapsilosis sensu lato en los recién nacidos
puede ser clinicamente sutil con la presencia s6lo de trombocitopenia y leucopenia.
Afortunadamente, las fungemias por causadas por especies de este complejo tienen una
mortalidad cruda atribuible del 30%, mucho méas baja que las infecciones del torrente
sanguineo debido a otras especies de Candida (23). Las fungemias relacionadas a catéter
causadas por estas especies tienen una mayor tasa de resolucién espontanea y una tasa

mucho mas baja de establecimiento en sitios secundarios (23,48).

SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

Los métodos de referencia del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) mediante
su documento M27-A3 (49) y el suplemento M27-S4 (50) de 2012 para la interpretacion
de los resultados y del European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing on
Antifungal Susceptibility Testing (EUCAST-AFST) y su documento E.DEF 7.2 (51)
permiten determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) frente a las hongos
levaduriformes del género Candida de manera fiable y reproducible, y resultan muy utiles
para la vigilancia epidemiol6gica. De esta manera, permiten determinar el perfil de
sensibilidad in vitro a los antifingicos de C. parapsilosis sensu lato, ya que ambas
metodologias tienen recomendaciones, como es el caso de anfotericina B (AMB), o
puntos de corte determinados para este complejo de especies para las drogas fluconazol
(FLC), itraconazol (ITC), voriconazol (VRC), micafungina (MCF), anidulafungina (ANF),
caspofungina (CSF) y 5-fluorocitosina (5-FC). En el caso de caspofungina (CSF),
EUCAST-AFST ha decidido no utilizarla en sus pruebas de microdiluciéon debido a la
significativa variabilidad interlaboratorio en la CIM, y para un aislado de esta especie se
extrapola la categoria de sensibilidad obtenida para ANF y MCF (52). CLSI establece

puntos de corte para esta droga en su documento M27-S4 (50), aunque con la aclaracion

z
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de la variacion significativa de la prueba, debida principalmente a la variabilidad en la
potencia de CSF.

Los aislados de C. parapsilosis s.s. generalmente son los que muestran CIM mas
elevadas, sobre todo a la AMB, azoles y equinandinas, en comparacién con C.
orthopsilosis y C. metapsilosis (11,53-55). Algunos autores informan CIM superiores de
C. metapsilosis a los azoles, aunque en general estos no entran en la categoria de
resistentes y hay que tener en cuenta que el nimero de aislamientos estudiados de esta
especie siempre es significativamente menor que los de C. parapsilosis s.s. y C.
orthopsilosis (12,53,55-57)

Las equinocandinas son las drogas de eleccion para el tratamiento de las candidemias, a
no ser que el agente causal sea alguna especie del complejo C. parapsilosis (58). Esto se
debe a que los estudios in vitro demostraron que las tres especies del complejo muestran
CIM elevadas para las tres equinocandinas, CSF, MCF y ANF, en relacion con otras
especies de Candida. Esto se atribuye a la sustitucion que se da naturalmente de una
prolina por una alanina en la posicién del aminoacido 660 (hot spot 1) en el gen FKS1
(55,59-61). Algunos autores indican que a partir del uso de las equinocandinas como
tratamiento de las candidemias se registr6 un aumento en la prevalencia de C.

parapsilosis sensu lato como agente de infeccion (62).

ECOLOGIA

C. parapsilosis sensu lato es una levadura ubicua, que se encuentra en el aire, en el
intestino de aves y mamiferos, y es comensal habitual de la piel del ser humano. Esta
ampliamente distribuida en la naturaleza y puede recuperarse del ambiente en suelos,
agua de mar, plantas e insectos. Ademas es parte de la flora comensal del hombre y otros
mamiferos, donde se la puede aislar de la superficie de las mucosas, piel y ufias. Su

patogenicidad es limitada cuando los tegumentos se encuentran intactos (5,17,23,63,64).

z
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Estas especies tienen capacidad para colonizar catéteres, materiales y equipamiento
biomédico, materiales plasticos, latex y soluciones antisépticas. Se ha demostrado su
presencia en fluidos intravenosos, bombas de vacio utilizadas para la produccién de
nutricién parenteral y las cremas o pomadas empleadas en la piel. Se la ha relacionado
ampliamente tanto con la nutriciébn parenteral como con el uso prolongado de catéteres y
otros dispositivos implantados, ya que presenta capacidad de adherencia y formacion de
biopeliculas en la superficie interna de los mismos (10,23,65,66).

Se propaga en los nosocomios a través de las manos del personal y persiste en el
ambiente hospitalario, y esta es una de las vias de infeccién horizontal mas comunes;
constituye una importante fuente exdgena de contagio, causando brotes nosocomiales.
En diferentes estudios se destaca que C. parapsilosis sensu lato se aisla de la piel del

personal asistencial con un rango de portacion del 17% al 75% (10,23,24,64,67).

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS

En los medios de cultivo comunes, luego de 3-5 dias de crecimiento a 28 °C — 35 °C, su
macromorfologia se presenta como colonias blancas, generalmente lisas, con margenes
bien determinados que desprenden un ligero olor butirico. Sin embargo, se pueden
observar otros fenotipos de colonias como crepé, concéntricas, o crateriformes (17,27,68).
En medio de agar leche — Tween 80 (69) C. parapsilosis sensu lato presenta
pseudomicelio abundante, que forma ramificaciones de cadenas de células elongadas en
forma de “arbol de navidad”, artemisia o zig-zag, con ramificaciones laterales que
gradualmente se vuelven mas cortas hacia el 4pice de la hifa, y la presencia de hifas
grandes (células gigantes) (17,70). El grado de formacion de pseudohifas varia en cada
aislado, aunque varios grupos de investigacién han encontrado la incapacidad de formar

pseudohifas en aislados de C. metapsilosis (28,30,71,72).
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Las especies del complejo Candida parapsilosis crecen a 37 °C; desarrollan en medios
con un 50% de glucosa; también son capaces de desarrollar en medios con 0,01% de
clicloheximida, aunque C. parapsilosis s.s. lo hace en forma variable, y ninguna especie
del complejo desarrolla en medios con cicloheximida al 0,1% (17).

En CHROMagar Candida ®, las colonias son de color marfil a rosa lavanda, y algunas son
de aspecto rugosas (17). Existen métodos comerciales y con diferentes niveles de
automatizacion para la identificacion fenotipica como API® ID32C, Vitek2® o RaplD™
levadura Plus, pero no son capaces de diferenciar las especies de C. parapsilosis sensu
lato. Debido a que los métodos microbiolégicos convencionales no son de utilidad para la
diferenciacion de las especies que conforman el complejo, se han implementado diversas

metodologias de identificacion molecular.

IDENTIFICACION POR METODOS NO CONVENCIONALES

Desde principio de la década del 90’ se demostrd, por diferentes técnicas moleculares,
que los aislamientos identificados fenotipicamente como C. parapsilosis eran
genéticamente mas heterogéneos que los de otras especies de Candida. Sobre la base
de las diferencias encontradas a partir del analisis de la amplificaciéon al azar de ADN
polimorfico (RAPD), secuenciacion de diferentes genes vy la tipificacion morfol6gica se
postulé que C. parapsilosis era un complejo formado por 3 grupos genéticamente distintos
a los que se denominé grupos |, Il y Il (67,68,73—77).

En 2005 Tavanti y col. sugirieron que estos tres grupos eran en realidad 3 especies
distintas intimamente relacionadas, por lo que se propuso reemplazar la denominacion de
C. parapsilosis del grupo Il 'y grupo 1l por C. orthopsilosis y C. metapsilosis
respectivamente, y conservar el término C. parapsilosis s.s. para el grupo | (16).

A partir de ese momento se han utilizado un gran namero de técnicas para diferenciar las

3 especies del complejo C. parapsilosis, ya que no es posible su diferenciacién por

z
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métodos fenotipicos. Asi, se utilizaron técnicas de polimorfismo de la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP) (78,79), secuenciacion de las regiones ITS1 e ITS2 (80),
PCR simple con iniciadores derivados de la region ITS1 (81), analisis por
pirosecuenciacion de nucleotidos de la regién ITS2 (82), marcadores microsatélite (83),
amplificaciéon al azar de AND polimorfico (RAPD) (84), y PCR-andlisis basado en
endonucleasas de restriccion (PCR-REA) (85), PCR en tiempo real utilizando las
temperaturas de melting para la diferenciacién (86) y usando como blanco ADN
mitocondrial (87), utilizacion de la técnica de proteémica de matriz asistida por laser de
desorcion / ionizacién - tiempo de vuelo espectrometria de masas (MALDI-TOF) (88),
entre otras.

Los mejores métodos para diferenciar las especies de C. parapsilosis sensu lato son la
secuenciacion de la region ITS1-5.8 S-ITS2 y MALDI-TOF, ninguno de ellos necesita una
identificacion fenotipica anterior. El primero, es el método de referencia para la
identificacion taxonémica, pero requiere de muchos pasos y queda limitado a laboratorios
de referencia. Por el contrario, MALDI-TOF es un método mas rapido, mas facil y
disponible en un nimero de laboratorios clinicos cada vez mayor; y aunque actualmente
existen inexactitudes en las bases de datos y el equipo es muy costoso, la mejoria en las

bases de datos es una cuestién de tiempo.

z
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JUSTIFICACION

C. parapsilosis sensu lato fue aumentando su incidencia a lo largo del tiempo,
transformandose en la segunda especie fangica aislada con mayor frecuencia de
hemocultivos (15,23,89). En Argentina, la prevalencia podria ser aun mayor. Por ejemplo,
en el Hospital Nacional de Pediatria de la Argentina “Prof. Dr. J. Garrahan”, C.
parapsilosis sensu lato se ha convertido en la especie mas prevalente aislada a partir de
hemocultivos de pacientes con fungemias. De igual modo, en otros hospitales pediatricos
de Argentina, este complejo de especies es el primer o segundo agente etiolégico de
candidemia (11,14,15,90). Por otro lado, se ha establecido que la prevalencia de C.
parapsilosis sensu lato en candidemias en poblacién pediatrica-neonatal puede llegar al
60% mientras que en la poblacion adulta la frecuencia puede ser de hasta 10 veces
menor (5-12%) (9,23,91-93).

Respecto a las especies cripticas de este complejo, se ha demostrado que C.
orthopsilosis y C. metapsilosis presentan virulencia y perfiles de sensibilidad diferenciales
frente a equinocandinas y fluconazol (15,53,55,57,94,95).

Se propone este trabajo debido a que las especies del complejo C. parapsilosis son
ubicuas en la naturaleza, son importantes patdégenos oportunistas, presentan perfiles de
sensibilidad diferenciales frente a los antifingicos y que ademas existe escasa

informacion sobre su epidemiologia en el pais.

z
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HIPOTESIS

Entre los aislados del complejo C. parapsilosis, provenientes de hemocultivos de
pacientes pediatricos, C. parapsilosis s.s. es la especie mas prevalente.
La resistencia a azoles, polienos y equinocandinas en C. parapsilosis sensu lato tiene una

baja prevalencia.

z
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia y el perfil de sensibilidad a los antifingicos de las distintas
especies del complejo C. parapsilosis implicadas en candidemias de pacientes

pediatricos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

B Determinar la prevalencia de cada especie del complejo C. parapsilosis aisladas a
partir de hemocultivos y catéteres de pacientes pediatricos.

B Determinar la concentracién inhibitoria minima de cada especie por el método de
microdilucién en caldo.

B Comparar el perfil de sensibilidad de cada droga frente a las diferentes especies

encontradas.

OBJETIVOS
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron especimenes de C. parapsilosis sensu lato, almacenados en la Coleccion
de Cultivos del Instituto de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste.
Los mismos fueron oportunamente identificados por métodos bioquimicos con API®
ID32C (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) y micromorfolégicos con la siembra en medio
de agar leche — Tween 80 (69).

Se seleccionaron los aislados provenientes de hemocultivos y catéteres de pacientes
recién nacidos (RN) (< de 1 mes de edad) y pediatricos (hasta 15 afios) internados en
nosocomios publicos y privados de las ciudades de Resistencia y Corrientes, entre los
afios 2009 y 2014. Los aislamientos fueron remitidos oportunamente al area de Micologia
de dicho instituto para su identificacion y estudio de sensibilidad antifangica.

Previo a la identificacion definitiva por métodos genotipicos y la realizacion del perfil de
sensibilidad frente a los antifingicos, se realiz6 una nueva identificacion presuntiva rapida

mediante el estudio de su micromorfologia.

IDENTIFICACION FENOTIPICA

Las cepas seleccionadas se encontraban conservadas en agua con glicerol al 20% a
-20 °C. Los aislamientos fueron descongelados rapidamente a 37 °C, cultivados en medio
de Sabouraud dextrosa e incubados a 37 °C durante 48 horas. Una vez obtenidos los
cultivos puros en dicho medio de cultivo, se les realizé la observacién micromorfolégica
por la técnica de microcultivo en medio de agar leche — Tween 80, incubado a 28 °C
durante 3 dias (69) para corroborar en forma presuntiva que pertenecian al complejo C.

parapsilosis.

MATERIALES Y METODOS
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IDENTIFICACION GENOTIPICA

Para la identificacion genotipica, el ADN fue enviado al Laboratorio de Micologia y
Diagnostico Molecular de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biol6gicas de la
Universidad Nacional del Litoral.

La extraccibn de ADN se realiz6 mediante métodos quimicos y se purificd utilizando
alcoholes, siguiendo los pasos que se detallan a continuacion.

A partir de un cultivo puro de levadura de 48 horas en medio de Sabouraud, se realizd
una suspension densa de la misma en un microtubo de 1,5 ml, el cuél contenia 500 pl de
una solucion detergente de Bromuro de hexadecil trimetil amonio (CTAB) con 1,4 M de
NaCl, 20 mM de EDTA (Promega), 100 mM TRIS-HCI, 0.2 % B-mercapto etanol, 2%
CTAB (Sigma-Aldrich, Argentina), y se incub6 a 65°C durante 45 minutos. Luego se
agregaron 500 pl de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) frio, se mezclo
por inversion y centrifugé 15 minutos en microcentrifuga a 12.000 rpm. Del centrifugado
se recupero6 la fase acuosa, y se agregaron 250 pl de etanol absoluto frio e incubd 30
minutos a -20 °C. Se centrifugd 15 minutos a 10.000 rpm y se descarté el sobrenadante.
Se realiz6 el lavado del precipitado con 700 pl de etanol 70% frio, centrifugd 15 minutos a
12000 rpm, se descartd el sobrenadante y se seco el pellet durante toda la noche a 37 °C.
Luego de la purificacién, se realizo la digestion del ARN con enzima ARNasa (Fermentas)
durante 1 hora a 37 °C.

Los aislamientos fueron identificados mediante una PCR-REA, en la cual se amplifica una
region del gen FKSL1 utilizando los iniciadores universales REA-F (5'-GAT GAC CAA TTY
TCA AGA GT-3') y REA-R (5-GTC AAC ATA AAT GTA GCA TTC TAG AAA TC-3). El
programa de ciclado consistié en un ciclo de 5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de
30 segundos a 95 °C, 45 segundos a 58 °C, y 90 segundos a 72 °C seguido de un ciclo

final de 10 minutos a 72 °C. El fragmento de PCR asi amplificado fue luego digerido con

MATERIALES Y METODOS
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10 U de la enzima de restriccién EcoRI (New England BioLabs, Beverly, MA) siguiendo el
protocolo descrito por Garcia-Effron y cols. (85).

De la reaccibn de PCR se obtuvo un amplicon de 1032 pb para cualquiera de las
especies de C. parapsilosis sensu lato. C. metapsilosis presenta un sitio de corte con
EcoRI en el fragmento FKS1 amplificado en la posicion 474; C. orthopsilosis presenta un
sitio de corte EcoRIl en la posicibn 474 y otro en la posicibn 778; mientras que C.
parapsilosis sensu stricto no presenta sitios de corte con esta enzima en el fragmento
FKS1 amplificado. De esta manera, la electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos
digeridos muestra 3 bandas para C. orthopsilosis (474 pb, 306 pb, y 258 pb), 2 bandas
para C. metapsilosis (474 pb y 564 pb), y 1 banda (sin digestién) para C. parapsilosis s.s..
Se utilizaron como control del procedimiento de identificacion genotipica las cepas de
referencia C. parapsilosis s.s. ATCC 22019, C. metapsilosis ATCC 96144 y C.
orthopsilosis ATCC 96139. Estas cepas se incluyeron en cada grupo de reacciones de

PCR-REA realizadas.

ESTUDIO IN VITRO DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

Se determind la CIM y se interpretaron de los resultados de los antifingicos fluconazol
(FLC) (Pfizer-USA), itraconazol (ITC) (Sigma-Aldrich Argentina), voriconazol (VRC)
(Pfizer-USA) y anfotericina B (AMB) (Sigma-Aldrich Argentina) segun el método de
microdilucién del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI), documento M27-A3
(49) y su reciente documento suplementario M27-S4 (50). Las soluciones de las drogas
fueron preparadas en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Argentina) a excepcion de
FLC que fue preparado en agua tridestilada estéril, y almacenadas a -70 °C hasta su uso.
La concentracion final para las drogas AMB, ITC y VRC fue de 0,03 pg/mL a 16 pg/mL, y
para FLC 0,125 pg/mL a 64 pg/mL. La CIM para AMB es la concentracion méas baja del

farmaco que impide cualquier crecimiento discernible a ojo desnudo; para los azolicos la

MATERIALES Y METODOS
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CIM es la concentracibn mas baja de la droga que da lugar a una inhibicion de
crecimiento 250% de la del control de crecimiento libre de droga. Los puntos de corte
utilizados se observan en la tabla 1. Aunque no hay establecido puntos de corte para
AMB, segun el documento M27-A3, se concluye que si un aislamiento de Candida spp.
tiene CIM >1 pg/mL es probable que sea resistente (49).

La actividad in vitro y la interpretacion de los resultados para caspofungina (CSF) (Merck,
Co, USA) y anidulafungina (ANF) (Pfizer S.A., Argentina) se realizé mediante el método
de microdilucion del European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) segun el documento E.DEF 7.2 y los nuevos puntos de corte para estas
drogas establecidos en 2014 (52). Los puntos de corte utilizados se observan en la tabla
2. Las soluciones de las drogas fueron preparadas en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich Argentina) y almacenadas a -70 °C hasta su uso. La concentracion final para ANF
y CSF fue 0,015 a 8 ug/mL. La CIM de equinocandinas es la concentracién mas baja de la
droga que da lugar a una inhibiciéon de crecimiento 250% de la del control de crecimiento
libre de droga. Para estas determinaciones las cepas fueron enviadas al Laboratorio de
Antifingicos del Dpto. Micologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, quienes utilizan la metodologia EUCAST. En el Instituto
de Medicina Regional no se cuenta con las drogas (CSF y ANF). Para los dos métodos de
microdilucién se utilizaron como control de procedimiento las cepas de referencia C.
krusei ATCC 6528 y C. parapsilosis ATCC 22019. Estas cepas fueron ensayadas en cada
placa de sensibilidad y procesadas de la misma manera que las cepas del complejo C.

parapsilosis estudiadas.
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Tabla 1. Puntos de corte para FLC, ITC y VRC establecidos por la CLSI

FLC® ITC? VRC"®
CIM S<2 S<0,125 S<0,125
(ng/mL) SDD 4 SDD 0,25 - 0,5 SDD 0,25 - 0,5
R =8 R 21 R 21

FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol.

S: sensible; SDD: sensible dependiente de dosis; R: resistente
# Documento M27-A3

® Documento suplementario M27-S4

Tabla 2. Puntos de corte para ANF y CSF establecidos por EUCAST

ANF CSF
CIM S<0,002 ND*
(Hg/mL) I= 0,004-4 ND*
R>4 ND*

CSF: caspofungina; ANF: anidulafungina

S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; ND: no determinado.

*Los aislamientos sensibles a anidulafungina se consideran sensibles a caspofungina. Del mismo modo, los aislamientos
de C. parapsilosis que resulten con sensibilidad intermedia a anidulafungina puede considerarse con sensibilidad intermedia
a caspofungina. Los puntos de corte EUCAST para caspofungina aln no han sido establecidos, debido a la significativa
variacion entre laboratorios en los rangos de CIM de caspofungina.

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS DE SENSIBILIDAD

Los datos obtenidos fueron presentados como media geométrica, moda, rangos, y la CIM
donde se inhibi6 el crecimiento del 50% y del 90% de los aislamientos (CIM 50 y CIM 90),
para cada droga. También se calculé el porcentaje de aislamientos sensibles (S),
resistentes (R), o con sensibilidad intermedia (I) para el caso de las equinocandinas y

sensibles dependiente de dosis (SDD) para las otras drogas ensayadas.
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RESULTADOS

Se estudiaron 60 aislamientos con identificacion presuntiva de C. parapsilosis sensu lato
obtenidos de 40 pacientes.

Los aislamientos incluidos en este estudio fueron recuperados de pacientes desde
neonatos (< de 1 mes de edad) hasta nifios de 6 afios de edad. Se encontré que 23
(57,5%) pacientes pertenecian al género masculino.

Del total de levaduras, 29 provenian de hemocultivos y 31 de catéteres. De estos ultimos,
s6lo se incluyeron los provenientes de pacientes que también tenian un hemocultivo
positivo.

Los 60 aislados de C. parapsilosis sensu lato (fotografia 1) fueron estudiados mediante
PCR-REA de una regién del gen FKS1, de los cuéles 59 (98%) resultaron C. parapsilosis
S.s. y sblo 1 (2%) C. orthopsilosis. En las fotografias 2 y 3 se observan los patrones de

banda de algunas de las cepas estudiadas.
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Fotografia 1. C. parapsilosis sensu lato en agar leche — Tween 80

Se observa pseudomicelio abundante, que forma ramificaciones de cadenas de células elongadas en forma
de “arbol de navidad” o artemisia, con ramificaciones laterales que gradualmente se vuelven mas cortas hacia
el apice de la hifa (A), y la presencia de hifas grandes o “células gigantes” (B).
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Fotografia 2. Electroforesis en gel de agarosa de PCR-REA de FKS1 y digestiéon con EcoR1

Fragmentos de PCR de 1032 pb. de FKS1 utilizando los iniciadores REA-F y REA-R publicados por Garcia-
Effron y cols. (85) y posteriormente digeridos con EcoR1 Linea M: marcador de peso molecular 100 pb. 1: C.
parapsilosis sensu stricto ATCC 22019. 2: C. metapsilosis ATCC 96144. 3: C. orthopsilosis ATCC 96139. 4-
14: C. parapsilosis s.s..15: C. orthopsilosis. 16-17: C. parapsilosis s.s..
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Fotografia 3. Electroforesis en gel de agarosa de PCR-REA de FKS1 y digestién con EcoR1

Fragmentos de PCR de 1032 pb. de FKS1 utilizando los iniciadores REA-F y REA-R publicados por Garcia-
Effron y cols. (85) y posteriormente digeridos con EcoR1. Linea M: marcador de peso molecular 100 pb. 1:C.
parapsilosis s.s. ATCC 22019. 2: C. metapsilosis ATCC 96144. 3: C. orthopsilosis ATCC 96139. 4-17: C.
parapsilosis s.s..

Los resultados obtenidos para las pruebas de sensibilidad a los antifungicos para los 59
aislamientos de C. parapsilosis s.s. se resumen en la tabla 3; en la tabla 4 se muestra la
distribucion por categorias de sensibilidad de estos mismos aislados frente a cada droga

ensayada.
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Tabla 3. Media geométrica, moda y rangos de concentracion obtenidos para 59 aislamientos de C.
parapsilosis s.s.

‘ CIM (ug/mL)

Drogas MG Moda Rango CIM50  CIM90
AMB 1 1 05-2 1
FLC 15 2 0,25 - 4 2
ITC 0.1 0,06 <0,03-025  <0,03 <0,03
VRC 0,06 0,06 <0,03-0,125  <0,03 0,06
ANF 1,1 2 0,015 - 4 1 2
CSF 1 1 0,125 - 2 1 1

AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; CSF: caspofungina; ANF: anidulafungina.
MG: media geométrica; CIM 50: CIM donde se inhibié el crecimiento del 50% de los aislados; CIM 90: CIM donde se inhibi6
el crecimiento del 90% de los aislados.

Tabla 4. Aislamientos sensibles, sensibles dependiente de dosis y resistentes, para cada droga
ensayada para los aislamientos de C. parapsilosis s.s.

Droga S % (n) SDD % (n) R % (n)
AMB* 85 (50) - 15(9)
FLC 91,5 (54) 8,5 (5) -
ITC 97 (57) 3(2) -
VRC 100 (59) - -
ANF - 100 (59) -
CSF - 100 (59) -

AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; CSF: caspofungina; ANF: anidulafungina.
S: sensibles; SDD: sensibles dependiente de dosis; R: resistentes.
* Los aislados con CIM >1 pg/mL son tomados como resistentes (49)

En aquellos pacientes con mas de un aislamiento, no se observo variacion en la categoria
de sensibilidad; excepto en el paciente 2 con 6 aislados sucesivos (tabla 7 ANEXO),
donde la ultima cepa recuperada de un hemocultivo, la sensibilidad frente a FLC fue
sensible dependiente de dosis, mientras que en las 5 anteriores la categoria fue sensible.

La CIM para la unica cepa identificada como C. orthopsilosis fue de 1 pg/mL para AMB, 1
pug/mL para FLC, 0,06 pug/mL para ITC, 0,06 ug/mL para VRC, determinada por el método
de CLSI; y 0,5 pg/mL para ANF y 1 pg/mL para CSF, determinada por el método de

EUCAST.
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En las fotografias 4 a la 7 se muestran las CIM obtenidas para AMB, FLC, ITC y VRC

frente a algunos de los aislados de C. parapsilosis s.s..
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Fotografia 4. CIM para AMB por el método de referencia M27-A3 de la CLSI.
CE: control de esterilidad; CC: control de crecimiento. Filas A-G: C. parapsilosis s.s. con CIM (ug/mL) de 1; 1;
2;1;1; 2; 2. Fila H: C. krusei ATCC 6258 CIM 1 pg/mL.

Fotografia 5. CIM para FLC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI
CE: control de esterilidad; CC: control de crecimiento. Filas A-G: C. parapsilosis s.s. con CIM (ug/mL) de 1; 2;
1;0,5; 1; 1; 2. Fila H: C. krusei ATCC 6258 CIM 32 ug/mL.
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Fotografia 6. CIM para ITC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI
CE: control de esterilidad; CC: control de crecimiento. Filas A-G: C. parapsilosis s.s. con CIM (ug/mL) de
<0,03; 0,06; <0,03;<0,03; 0,06; <0,03; 0,06. Fila H: C. krusei ATCC 6258 CIM 0,25 pg/mL.
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Fotografia 7. CIM para VRC por el método de referencia M27-A3 de la CLSI
CE: control de esterilidad; CC: control de crecimiento. Filas A-G: C. parapsilosis s.s. todas con CIM (ug/mL)
<0,03. Fila H: C. krusei ATCC 6258 CIM 0,125 pg/mL.
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DISCUSION

Antes de la década del 90, C. albicans era el principal agente etioldgico de candidiasis
diseminada, luego, su incidencia fue disminuyendo a expensas del aumento de otras
especies que se denominaron Candida no-albicans, muchas de las cuales son
usualmente menos sensibles a los antifiingicos convencionales que C. albicans, lo cual
implica un abordaje terapéutico diferente (10,15,23,96).

En los ultimos afos, la frecuencia de candidiasis diseminada debida a C. parapsilosis
sensu lato se ha incrementado, sobretodo en América Latina, posicionandose como la
segunda especie mas encontrada en fungemias después de C. albicans, y en algunos
centros llega a ser la especie mas frecuente (14,23,97).

Con la definicibn de 3 especies dentro del complejo C. parapsilosis, surgieron
interrogantes sobre la prevalencia de cada una de ellas en cuanto a la posible variacién
segun el grupo etario y los sitios anatdmicos de los cuales se aislan pero, en especial, si
existen diferencias en los perfiles de sensibilidad a los antifingicos entre las especies.
Aunque en los ultimos afios se ha detectado un gran incremento en el nidmero de
fungemias causadas por C. orthopsilosis tal como lo demuestran los estudios de Lockhart
y cols. (53), Garcia-Effron y cols. (94), Tay y cols. (84) entre otros, C. parapsilosis s.s.
sigue siendo la mas prevalente, seguida por C. orthopsilosis y C. metapsilosis. Esto queda
reflejado en numerosos estudios donde se ve que tanto en el ambiente como entre los
aislados de origen clinico, incluso sin importar la serie de pacientes en estudio o el sitio
anatdbmico de aislamiento, C. parapsilosis s.s. es la de mayor frecuencia
(1,11,29,39,53,56,80,94,95,98-100). Como se ve en la tabla 5, esto se cumple también en

las fungemias para todos los grupos de edad.

DISCUSION

26



MAESTRIA EN MICOLOGIA MEDICA | MARIA EMILIA CATTANA

Tabla 5. Estudios previos sobre prevalencia de las especies de C. parapsilosis sensu lato en sangre

Lugar N. de cada especie obtenida (%)
Autor (referencia) del C. C. C.
estudio  parapsilosis s.s.  orthopsilosis metapsilosis
Garcia-Effron (94) Espafia 218 (74,4) 69 (23.5) 6 (2.1)
Gongcalves (56) Brasil 124 (88) 13 (9) 4 (3)
Gomez-Lopez (80) Espafia 76 (87.3) 5(5.7) 6 (6.9)
Gonzélez (101) México 121 (95,3) 4 (3,15) 2(1,6)
Canton (11) Espafia 330 (90.7) 30 (8.2) 4(1.1)
Silva (95) Portugal 60 (100) 0 (0) 0 (0)
Chen (100) Taiwan 54 (92) 2(3) 3(5)
Garcia-Rodriguez (90) Espafia 78 (90.7) 8(10.2) 0 (0)
Blyth (1) Australia 180 (94.2) 7(3.7) 4(2.1)
Kocsubé (102) Hungria 12 (92) 0 (0) 1(8)
de Toro (98) Esparfia 56 (90.3) 6 (9.6) 0 (0)
da Silva Ruiz (12) Brasil 41 (83.7) 5(10.2) 3(6.1)

Los trabajos sobre aislados obtenidos de hemocultivos de pacientes neonatos y nifios,
cémo los realizados en Espafia por Cantén y cols. (11), Garcia-Effron y cols. (94) y
Garcia-Rodriguez y cols. (90) muestran una prevalencia de C. parapsilosis s.s. entre el
91% y el 72%, y de C. orthopsilosis entre el 9% y el 27%. En este estudio se encontré un
porcentaje C. parapsilosis s.s. mayor a lo informado por esos autores, pero comparables
con lo encontrado por Blyth y cols., en Australia y Gonzélez y cols., en México (tabla 5)
(2,101).

Se han observado diferencias en la frecuencia de C. orthopsilosis y C. metapsilosis, de
acuerdo a la edad del grupo de pacientes que se estudia, siendo en general poco
frecuente hallarlas en paciente pediatricos y, menos aln en neonatos (11,90). Segun un
estudio de alcance mundial realizado por Lockhart y cols. (53), el porcentaje de
aislamiento de C. orthopsilosis en Sudamérica es de 10,9% aunque, segun el pais del que
se trate, los valores varian entre 16,5% en Venezuela a un 3,1% en Argentina (1,11,53).
En concordancia con esto, en este estudio se encontr6 un Unico aislado de C.

orthopsilosis en un paciente pediatrico, y no se hallaron aislados de C. metapsilosis.
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Si bien la mayoria de los estudios informa que C. parapsilosis s.s. es la de menor
sensibilidad (90,94,95), algunas investigaciones muestran resultados diferentes donde C.
metapsilosis y C. orthopsilosis presentan CIM mas elevadas que C. parapsilosis s.s.
(53,55). En nuestro estudio, mas del 80% de los aislados se categorizaron como sensibles
frente a AMB y los azoles, segun lo establecido en los documentos de referencia. Todos
los aislados fueron categorizados como sensible dependiente de dosis frente a las
equinocandinas, no encontrandose aislados con CIM mayores a 4 pg/mL para estas
drogas.

Basandonos en las categorias de sensibilidad, resulta dificil la comparacion de los
resultados con los de otros autores, ya que esta categorizacion depende de los puntos de
corte disponibles al momento de la publicacion. En el afio 2012 la CLSI propuso nuevos
puntos de cortes para FLC, VRC (tabla 1), y en 2014 EUCAST hizo lo mismo para C.
parapsilosis sensu lato respecto de las equinocandinas, siendo dificil encontrar aislados
sensibles con esos nuevos puntos de corte (tabla 2). Por lo tanto, resulta mas conveniente
el andlisis a partir de los valores de CIM.

Para las equinocandinas se encontré un amplio rango de CIM (0,015-4 pg/mL para ANF y
0,125-2 pg/mL para CSF), similar a lo observado en otros estudios
(53,80,94,95,100,101,103,104), no encontrandose aislados resistentes. Garcia-Effron vy
cols. (94), estudiando la CIM a equinocandinas y las regiones hot spot 1 y 2 de una del
gen FKS1 observaron que todos los aislamientos de C. parapsilosis sensu lato
presentaban la caracteristica sustitucion prolina-alanina en el hot spot 1 que se relaciona
con la sensibilidad reducida a este grupo de drogas y, aunque estos aislamientos tenian
un genotipo similar, también encontraron la misma amplitud en los rangos que nuestro
estudio. Esto indicaria que existen otros factores que determinan la variabilidad de la CIM

ademas de esta mutacién en este complejo de especies.
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En la tabla 6 se observa que la CIM 90 para ANF obtenida en este estudio fue la misma
que la obtenida por otros autores, so6lo Silva y cols. Informan la CIM 90 con una dilucién
por encima. Sin embargo, para CSF se observa mayor disparidad de resultados debido a
la inestabilidad de esta droga y la consecuente variabilidad interlaboratorio. Esto motivé a
EUCAST a no recomendar su uso para la realizacion de pruebas in vitro y propone

extrapolar las categorias dadas por los resultados obtenidos con ANF (52).

Tabla 6. CIM 50y CIM 90 de trabajos previos sobre C. parapsilosis s.s. por método de microdilucion

. CIM 50 (pg/mL) CIM 90 (ng/mL)

Autores (referencia) AMB ITC VRC ANF AMB FLC ITC VRC

Canton (11) 0,25 1 0,06 0,016 05 1 0,5 2 0,12 0,06 1 2
de Toro (98) 1 - - <0,03 - 2 1 - 0,03 - 2
Garcia-Effron (94) - - - - 1 1 - - - - 2 2
Garcia-Rodriguez (90) 0,5 1 - 0,06 0,06 - 0,5 2 - 0,03 0,5 -
Gongalves (56) 1 1 0,03 0,03 1 - 1 2 0,06 0,03 1 -
Lockhart (53) 1 0,5 0,5 2 4 2 - - 1 2
0Odds(105) 0,5 0,5 <0,03 <003 1 - 1 1 0,12 0,06 2 -
Silva (95) - - - - 2 2 - - - - 4 4
Trevifio (54) - 1 - - 0,5 1 - 2 - - 1 2
Ziccardi (29) 0,03 0,25 0,03 0,016 0,25 - 0,25 05 0,03 0,03 05 -
Este estudio 1 2 <0,03 <0,03 1 1 2 2 0,03 0,06 1 2

CIM 50: CIM donde se inhibi6 el crecimiento del 50% de los aislados; CIM 90: CIM donde se inhibi6 el crecimiento del 90%
de los aislados; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; CSF: caspofungina; ANF:
anidulafungina.

Las guias de préctica clinica para el manejo de candidiasis de la Infectious Diseases
Society of America (58), frente a una candidemia por C. parapsilosis sensu lato, las
equinocandinas no son el tratamiento de elecciéon, como si lo son en candidemias
ocasionadas por otras especies de Candida y, en el caso de que el paciente haya recibido
una equinocandina de inicio, se continda utilizando este antifiingico sélo cuando el
paciente muestre mejoria clinica y resultados de cultivos de seguimiento negativos. Si
bien en Argentina las equinocandinas estan disponibles para el tratamiento, en las
ciudades en las cuales fueron atendidos estos pacientes, estas drogas no se encuentran

dentro de las opciones de tratamiento ni de profilaxis, por lo que los pacientes incluidos en
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este trabajo no han estado previamente expuestos a este grupo de drogas. Sin embargo
todos los aislamientos presentaron sensibilidad intermedia tanto a CSF como ANF.

Con respecto a la AMB, se encontré el 15% de los aislados con sensibilidad reducida
(CIM > 1 pg/mL) coincidiendo con los resultados obtenidos por Lockhart y cols. quienes
informa valores de CIM 90 similares (53). Diferentes autores coinciden en que los aislados
menos sensibles se encuentran entre los de C. parapsilosis s.s. (11,53,95); sin embargo,
otros encuentran que todos los aislados de C. parapsilosis sensu lato son sensibles a
AMB, con CIM 90 menor o igual a 1 pg/mL (tabla 6). La AMB-desoxicolato es la droga de
primera linea en el tratamiento de la candidiasis diseminadas en los neonatos, junto con la
remocién de cualquier catéter intravascular (58). Los rango de CIM 90 encontrados en la
bibliografia son amplios (0,25 pg/mL — 4 pug/mL) (tabla 6), lo que enfatiza la importancia de
conocer el perfil de sensibilidad a los antifingicos en cada centro, en especial donde se
atienden pacientes pediatricos para los cuales las opciones terapéuticas son mas
limitadas.

Entre los azoles, el FLC present6 la mayor amplitud de rangos (0,25 — 4 pg/mL) y el
mayor numero de aislados con sensibilidad dependiente de dosis 0 resistentes,
coincidiendo con lo hallado por otros autores (11,53,55,80,95). A pesar de esta
variabilidad, el 90% de los aislados resultaron sensibles, similar a lo obtenido en otros
trabajos (tabla 6). En relacion a esta droga, en un paciente con sucesivos aislados de C.
parapsilosis s.s. sensibles a FLC, se encontr6 que el Ultimo aislado resulté sensible
dependiente de dosis. También, se encontraron dos aislados SDD a ITC (ambos con CIM
0,25 pg/mL); estos también lo fueron a FLC (CIM 4 pg/mL) y si bien el 100% de los
aislados fueron sensibles a VRC, los mismos presentaron las CIM mas altas a esta droga
en la serie aqui presentada (0,125 pg/mL) (tabla 7 — ANEXO). Esta situacion es de
esperar entre las especies de Candida debido a que existen mecanismos que, por un lado

s6lo generan resistencia a FLC, y por otro lado, mecanismos que generan resistencia
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cruzada entre los azoles. Habitualmente comienzan con resistencia a FLC y luego se
incrementa gradualmente la CIM a las otras drogas del grupo (106,107). El FLC es de
eleccion para el tratamiento de la candidiasis diseminada en pacientes no neutropénicos y
neonatos (58).

El tratamiento que reciben estos pacientes es FLC y/o AMB-desoxicolato, Unicos
antifingicos usados en nuestro medio (regién nordeste de Argentina) para el tratamiento
de pacientes RN y pediatricos.

En cuanto al perfil de sensibilidad a los antifingicos de C. orthopsilosis, si bien no se
pueden sacar conclusiones debido a que se traté de un solo aislado, este fue sensible a

todos las drogas ensayadas.
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CONCLUSIONES

v’ Se trata del primer estudio de prevalencia de las especies del complejo C. parapsilosis

y sus perfiles de sensibilidad a los antifingicos en pacientes pediatricos con
diagnéstico de candidemia en nuestro pais.

La mayoria de los aislados en nuestro estudio correspondieron a C. parapsilosis sensu
stricto, los cuales presentaron un alto porcentaje de sensibilidad al FLC pero también
un porcentaje considerable de aislamientos fueron categorizados como resistentes a la
AMB. Esto es importante considerar dado que, tanto el FLC como la AMB son de uso
frecuente en nuestro medio, FLC por su menor toxicidad y costo y AMB por ser la
droga de eleccién para el tratamiento de los casos mas graves de estos pacientes
pediatricos. Por otro lado, las equinocandinas no mostraron una buena actividad a
diferencia del VRCy el ITC.

Si bien la discriminacion de especies cripticas dentro del complejo C. parapsilosis no
tendria una gran utilidad clinica, es importante el monitoreo sistemético de este
complejo para conocer cambios en la distribucion de especies y detectar cepas
resistentes, mas aun en pacientes pediatricos cuyas opciones terapéuticas son

escasas.
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ANEXO

Tabla 7. Distribucién de C. parapsilosis s. s. por tipo de muestra y sus valores de CIM

N° de Paciente

MUESTRA

CIM (ug/ml) de C. parapsilosis s. s.

ITC

VRC

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

HEMO1
CAT2

HEMO2

HEMO1
CAT1
HEMO2
CAT2
HEMO3
HEMO4

HEMO1
CAT1
HEMO2

HEMO
CAT

HEMO
CAT

CAT
HEMO

HEMO
CAT

HEMO
CAT

HEMO1
HEMO2
CAT2

HEMO1
HEMO2

AMB FLC
1 1
1 1
1 2
2 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 4

0,5 1
1
1
4
1
1
0,5 2
1
2 1
2 0,25
2
1
1
1 2
1

<0,03
<0,03

<0,03

<0,03
<0,03
<0,03
<0,03
<0,03
<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

0,25
0,25

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
0,06

0,06

<0,03
<0,03
0,06
0,06
0,06
0,06

<0,03
<0,03
<0,03

0,125
0,125

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

<0,03
<0,03

ANF  CSF
0,5 1
2 1
1 1
1 1
0,015 0,13
0,5 1
1 1
2 1
1 1
1
1
0,5 1
0,5 1
1
1 1
1 1
1
1
1
1
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N° de Paciente

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 13

Paciente 14

Paciente 15

Paciente 16

Paciente 17

Paciente 18

Paciente 19

Paciente 20

Paciente 21

Paciente 22

Paciente 23

Paciente 24

Paciente 25

Paciente 26

Paciente 27

Paciente 28

Paciente 29

MUESTRA

HEMO1
CAT1

HEMO2

HEMO3

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

HEMO

CIM (ng/ml) de C. parapsilosis s. s.

AMB FLC
1 1
1 1
1 2
1 2
1 1
2 1
1 1
2 1
1 1
1 0,5
1 1
1 2

0,5 2
0,5 1
0,5 1
1 4
1 2
2 1
0,5 2
1 2
1 2
1 2

ITC

<0,03
<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

0,06

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

VRC

<0,03
<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

0,06

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

0,06

<0,03

<0,03

<0,03

0,06

0,06

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

ANF

0,5

0,5

0,5

0,015

0,5

CSF

I N N

ANEXO

40



MAESTRIA EN MICOLOGIA MEDICA | MARIA EMILIA CATTANA

CIM (ng/ml) de C. parapsilosis s. s.

N° de Paciente MUESTRA
AMB FLC ITC VRC ANF CSF

Paciente 30 HEMO 2 0,5 =0,03 <=0,03 4 2
Paciente 31 HEMO 1 1 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 32 HEMO 2 1 <0,03 <0,03 1 1
Paciente 33 HEMO 1 0,5 <0,03 <=0,03 2 2
Paciente 34 HEMO 1 1 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 35 HEMO 0,5 4 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 36 HEMO 1 2 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 37 HEMO 0,5 2 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 38 HEMO 1 1 <0,03 <0,03 2 1
Paciente 39 HEMO 2 2 0,06 0,06 1 1

HEMO: hemocultivo; CAT: catéter; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; ANF:
anidulafungina; CSF: caspofungina.
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