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Glosario

C: Candida

Tr: Trichosporon

Cr: Cryptococcus

R: Rodothorula

UCI: unidad de cuidados intensivos

UCIN: unidades de cuidados intensivos neonatales
ATCC: American Type Culture Collection

CIM: Concentracion inhibitoria minima

CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

CVC: Catéter venoso central

FCZ: fluconazol

KTZ: ketoconazol

ITZ: itraconazol

VCZ: voriconazol

AMB: anfotericina B

h: horas

Hg: microgramo

pl: microlitro

MALDI-TOF: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight

IFI: Infeccidn fangica invasora



Resumen

Introduccién: En los ultimos afos, se ha observado un importante aumento de las
micosis diseminadas y un cambio en la frecuencia y diversidad de las especies
gue las producen. Las infecciones flngicas nosocomiales representan una
importante causa de morbimortalidad en el mundo, y estan asociadas a elevados
costos al sistema sanitario. A medida que la medicina contemporanea avanza en
mejorar la calidad de vida de pacientes, las infecciones flngicas invasoras se
convierten en una complicacion cada vez mas importante.

El género Candida se comporta como un importante patégeno nosocomial, junto a
otras levaduras antes consideradas saprofitas, inocuas o que raramente producian
enfermedad. La frecuencia con que se aislan las distintas especies de Candida
varia segun el pais, el hospital, las diferentes unidades de internacion, e incluso
también el afio del estudio. Durante muchas décadas, Candida albicans fue la
especie predominante. A pesar de que alun se recupera con elevada frecuencia,
los aislamientos de especies no -C albicans se ha incrementado en los ultimos
afios, y en ciertos casos, supera en nimero a los aislamientos de C. albicans.

En general, los datos informados con relacién a la epidemiologia, diagnostico y
tratamiento de las infecciones flungicas han sido obtenidos de estudios realizados
en pacientes adultos, siendo la poblacion pediatrica en general excluida. Los
recién nacidos prematuros, los pacientes pediatricos con cancer, los nifios con
inmunodeficiencias primarias o adquiridas y aquellos que requieren largas
permanencias en cuidados intensivos representan grupos de riesgo para
desarrollar infecciones flngicas invasoras.

El diagndéstico y tratamiento de infecciones fungicas es un desafio, particularmente
en el paciente pediatrico. Los signos y sintomas son inespecificos, la colonizacion
es dificil de distinguir de la enfermedad invasiva, los hemocultivos pueden ser

negativos y los pacientes a menudo no pueden someterse a procedimientos de



diagnéstico invasivos. Son pocas las opciones terapéuticas disponibles para el
manejo de infecciones fungicas, principalmente en nifios. Conocer nuestra
epidemiologia nos permitira comprender qué pacientes se enfermaran y por qué,
determinar quién estd en riesgo de desarrollar una enfermedad y dirigir mejor
nuestros recursos y esfuerzos de diagndstico y terapéutica, La deteccion temprana
y el tratamiento de infecciones por levaduras, son la llave para disminuir el riesgo
de la morbimortalidad de estos pacientes.

Objetivo: Conocer la frecuencia y el perfil de sensibilidad antifungica de especies
de levaduras aisladas de muestras clinicas de pacientes pediatricos hospitalizados
y neonatos de unidades de cuidados intensivos en nosocomios de nuestra regién.

Materiales y métodos: Durante enero de 2005 y diciembre 2015 se estudiaron

todas las levaduras aisladas de muestras clinicas de pacientes pediatricos del
Hospital Pediatrico “Juan Pablo I’ de Corrientes y de pacientes neonatos de
sanatorios privados de Resistencia. Las mismas fueron derivadas al Departamento
de Micologia del Instituto de Medicina Regional - Universidad Nacional del
Nordeste, para su identificacibn y estudio de sensibilidad antifingica. La
identificacion se realiz6 en base a caracteristicas morfolégicas, bioguimicas y
fisiologicas de cada espécimen. La identificacién definitiva fue realizada empleando
sistema comercial APl ID 32C. Se determiné la concentracion inhibitoria minima de
fluconazol, voriconazol, itraconazol, ketoconazol y anfotericina B para cada

aislamiento, empleando la técnica de microdilucion en caldo.

Resultados: Se procesaron un total de 416 levaduras obtenidas a partir de 268
pacientes, 196 pediatricos (entre 2 meses a 16 afios) y 72 neonatos internados en
unidades de cuidados intensivos (0 hasta 3 meses de edad). Se identificaron un
total de 14 especies. Del total de aislamientos, las especies del complejo C.
parapsilosis fueron aisladas con mayor frecuencia (34,7 %), seguida por C.

albicans complex (32,7%), C. tropicalis (21,1 %), C. glabrata complex (4,08 %) y



Trichosporon spp. (2,64%). Este orden de frecuencias se mantuvo en ambas
poblaciones por separado, pero en pediatricos C. glabrata ocup6 el 4° lugar junto
con Tr. asahii. La distribucion de C. albicans en relacion a las levaduras no- C.
albicans mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre ellas en cada afio
de estudio, excepto en 2008, 2009 y 2011, donde la frecuencia de aislamientos C.
albicans y levaduras no- C. albicans fue similar. Las levaduras C. parapsilosis
fueron aisladas con mayor frecuencia en muestras de sangre en ambas
poblaciones, pero en un porcentaje significativamente mayor entre pacientes
neonatos (pediatricos: 37,4 %, neonatos: 63,3 %). En pacientes pediatricos, la
segunda especie en hemocultivos fue C. tropicalis (25,2 %), seguida por C.
albicans (24,2 %), y en neonatos C. albicans (13,6 %), luego C. tropicalis (9,1%).
De 71 aislamientos de catéteres pediatricos, 20 fueron acompafiados por
levaduras en los hemocultivos. Las especies de estas muestras paralelas
sangre/catéter fueron: 8 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis, 2 C. albicans, 1 donde C.
parapsilosis se aislé de sangre y C. albicans de catéter y 3 donde se aisl6 C.
albicans del hemocultivo y C. parapsilosis en el catéter. En las muestras de orina,
C. albicans fue la especie predominante en ambas poblaciones (50,8% entre

pacientes pediatricos y 36,7% en pacientes neonatos).

Del total de C. parapsilosis, 6 cepas de pediatricos y 4 de neonatos resultaron con
sensibilidad disminuida frente al FCZ: 2 de catéteres (2 SDD), 4 de sangre (4 SDD)
y 4 de orinas (1 SDD y 3 R). Uno de los pacientes pediatricos present6 en sangre y
catéter, aislamientos de C. parapsilosis SDD frente al FCZ. Otro de los pacientes
present6 una cepa de C. parapsilosis SDD al FCZ, luego de tres hemocultivos
previos positivos con cepas sensibles durante el tratamiento con FCZ. Hubo 2
cepas de C. albicans una R y una SDD, aisladas de orinas de pacientes neonatos.
Todos las levaduras de C. tropicalis, C. krusei y los complejos C. parapsilosis y C.

albicans fueron sensibles al VCZ.



Discusidn: A medida que la medicina contemporanea avanza en el tratamiento de
afecciones de elevada mortalidad las infecciones fungicas invasoras constituyen
una complicacién cada vez mas importante. A pesar de los progresos realizados
en los cuidados de los pacientes de alto riesgo, las infecciones fungicas estan
asociadas a una tasa de mortalidad significativamente alta. Este primer gran
estudio de levaduras en pacientes pediatricos de nuestra regibn mostré una
elevada incidencia de infecciones por levaduras en nifios, una distribucion tipica de
especies con C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis representando la mayoria
de los episodios, similar a la observada en otros estudios de Latinoamérica y
Argentina. Quedo en evidencia que entre pacientes pediatricos en nuestra region,
C. parapsilosis es la especie prevalente y ha desplazado a C. albicans como
especie mas frecuente, siendo la primera aislada de la mayoria de las muestras
procesadas, principalmente en muestras de hemocultivos y catéteres. La elevada
incidencia del complejo C. parapsilosis como patégeno humano, se puede
relacionar a que esta levadura forma parte de la biota normal de la piel. Se aisla de
la piel del personal de salud, ademas de las superficies y de materiales médicos, y
se comprobd su trasmision a los pacientes a través de las manos del personal y su
persistencia en los ambientes hospitalario, resultando en una de las vias de
infeccion horizontal por levaduras méas comunes. Considerando la elevada
prevalencia de C. parapsilosis encontrada en este trabajo y debido a la gran
relaciébn que guarda con infecciones de tipo exdgeno, son necesarias estrictas
medidas preventivas de higiene y concientizacion en la importancia del lavado de
manos, ademas del cuidado en el manejo de los catéteres, a fin de evitar la
colonizacién del mismo, posterior formacion de biofilm y de esta manera disminuir

la incidencia de infecciones producidas por esta levadura.

El 67,3% de las especies aisladas resultaron levaduras no - C. albicans. La amplia

variedad y elevada proporcién de levaduras no C. albicans detectadas en este



trabajo pone énfasis en la necesidad de identificacién de especies como necesidad
de conocer nuestra epidemiologia, ademas que nos permitira definir acerca de la
preferencia de estas especies a nichos especificos entre pacientes pediatricos. El
monitoreo sistematico de levaduras permite conocer cambios en la distribucién de
especies y detectar cepas resistentes, importante entre pacientes pediatricos
donde las opciones terapéuticas son escasas en nuestra region. Este aumento
podria estar relacionado con la existencia de mejores métodos de diagndéstico e
identificacion, el uso creciente y generalizado de ciertas practicas médicas y por
otro lado a la seleccién de especies mas resistentes debido al uso mas extenso de
antifingicos. Dado que estas especies poco comunes pueden encontrarse como
patégenos oportunistas importantes entre los pacientes pediatricos, resulta
fundamental documentar su comportamiento frente a los agentes antifungicos para

definir manejo terapéutico del paciente.

A pesar de que los métodos convencionales de identificacion de levaduras
permiten obtener una identificacién basica de especies, es necesario incorporar
metodologia avanzada como ser técnicas moleculares y de espectrometria de
masa que permitan detectar diferencias o relaciones sutiles entre las especies que

forman parte de un complejo.

Finalmente, es importante sefialar que la resistencia a los antifungicos sigue
siendo baja y restringida a unos pocos aislamientos. Es por importante entonces
centrarse en identificar a esas especies menos frecuentes, como C. lusitaniae, C.
famata, Trichosporon sp. debido que algunas de ellas muestran baja sensibilidad a

los agentes antifingicos clinicos.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios, se ha observado un importante aumento de las micosis
diseminadas y un cambio en la frecuencia y diversidad de las especies que las
producen (1-3). Las infecciones flngicas nosocomiales representan una
importante causa de morbimortalidad en el mundo, y estan asociadas a elevados
costos al sistema sanitario; a medida que la medicina contempordnea avanza en
mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedades malignas, con
trasplante de 6rganos y trastornos autoinmunes, las infecciones flngicas invasoras
se convierten en una complicacién cada vez mas importante.

Diferentes estudios han demostrado que los hongos levaduriformes siguen siendo
una causa principal de enfermedad fungica invasora en pacientes internados en
todo el mundo. En Estados Unidos, la sepsis relacionada con infecciones fungicas
aument6 en un 207%, desde algo méas de 5.000 casos en 1979 hasta mas de
16.000 episodios en el afio 2000, siendo Candida spp. el hongo aislado con mayor
frecuencia (4). El analisis de los datos a través del National Nosocomial Infecctions
Surveillance System revel6 un aumento en la incidencia de 2,0 a 3,8 infecciones
fungicas/1000 pacientes, donde el 78% de las mismas fueron causadas por
levaduras del género Candida. Este mismo estudio revel6 que entre los
microorganismos que causaban infeccion del torrente sanguineo, los hongos
ocuparon el 4° lugar, mas frecuentes incluso a patdégenos tan comunes como
Escherichia coli. Entre el 8-10% del total de infecciones adquiridas por via
hematdgena fueron producidas por las especies del género Candida, y
demostraron un aumento del 487% en su frecuencia durante la década en estudio
(5).

En otro estudio relacionado a infecciones en la UCI realizado en cinco continentes,
gue incluy6é 76 paises, la prevalencia de candidemia fue de 6,87 episodios /1000
ingresos en la UCI. El mismo revel6 que la supervivencia de los pacientes con

candidemias en la UCI fue significativamente menor que en el caso de bacteriemia
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tanto por bacterias Gram negativas como Gram positivas (42,6%, 25,3%, y 29,1%
respectivamente)(6). Un estudio multicéntrico realizado por Nucci y col. entre 2008
al 2010, demostrd que Argentina fue el pais de Latinoamérica con la tasa mas alta
de candidemia, 1,95 casos /1000 admisiones y 0,24 casos cada 1000 pacientes
dia. Ademas mostré que el 44,2 % de los nifios de UCI habian sufrido al menos,
un episodio de candidemia durante su internacion (7).

En general, los datos informados con relacion a la epidemiologia, los diagnésticos
y tratamientos de las infecciones flngicas han sido obtenidos de estudios
realizados en pacientes adultos, siendo la poblacion pediatrica excluida, en
general, de este tipo de analisis. Los recién nacidos prematuros, los pacientes
pediatricos con cancer, los nifios con inmunodeficiencias primarias o adquiridas
como el SIDA, y aquellos pacientes que requieren largas permanencias en unidad
de cuidados intensivos representan grupos de riesgo para desarrollar infecciones
fungicas invasoras. El riesgo aumenta en nifios que requieren trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) y terapia inmunosupresora (8-12).
En estos grupos de riesgo, numerosos factores aumentan la predisposicion a este
tipo de infecciones, entre ellos el uso de catéteres, de protesis y otros dispositivos
implantables, las terapias con antibiéticos de amplio espectro, la nutricién
parenteral, los tratamientos inmunosupresores, la cirugia gastrointestinal y/o

historia de colonizacion fungica o las neutropenias prolongadas (11,13-16).

Muchos de los factores de riesgos que afectan a los pacientes adultos, también
afectan a los pacientes neonatos tales como uso de catéter venoso central, los
protectores gastricos y la terapia antibacteriana. Sin embargo, aqui se suman otros
factores como la prematurez y el bajo peso al nacer que incrementan la
predisposicion a desarrollar infecciones fungicas (14,16). Un nifio prematuro de
edad gestacional menor de 25 semanas tiene mayor probabilidad de desarrollar

candidiasis en comparacion con los bebés de méas de 28 semanas. Otros factores

Introduccion 3



de riesgo incluyen trombocitopenia y tratamientos con cefalosporinas o
carbapenem (14,16-18).

El género Candida se comporta como un importante patégeno nosocomial, junto a
otras levaduras antes consideradas saprofitas, inocuas o que raramente producian
enfermedad (4,6,7,12—-14). La frecuencia con que se aislan las distintas especies
de Candida varia segun el pais, el hospital, las diferentes unidades de internacion,
e incluso también el afio del estudio. Durante muchas décadas, Candida albicans
(C. albicans) fue la especie causante de infecciones fungicas predominante. A
pesar de que en la actualidad aun se recupera con elevada frecuencia en
muestras clinicas, los aislamientos de especies de levaduras no -C albicans ha ido
incrementando notablemente en los Ultimos afos, y en ciertos casos, este grupo
supera en numero a los aislamientos de C. albicans (22-27).

Este aumento de la participacién de especies no C. albicans podria, en parte, estar
relacionada a las mejoras logradas en los métodos de diagndéstico e identificacion
actualmente utilizados. Por ejemplo, el uso de medios cromogénicos tiene la
capacidad de diferenciar presuntivamente especies de Candida de manera mas
rapida y facil; la introduccién de técnicas moleculares en la rutina de diagndstico
ha permitido realizar identificacion de especies de levaduras y en ciertos casos,
directamente a partir de la muestra clinica, la espectrometria de masas ofrece una
alternativa efectiva y rapida para la identificacibn de microorganismos entre ellos
levaduras (28-31). Por otro lado, también podria ser una consecuencia de
diferentes niveles de resistencia que estas especies presentan a los antifingicos,
comparadas con C. albicans, favoreciendo de esta manera su persistencia en las
infecciones, promoviendo de esta manera la disminucién en frecuencia de esta
especie (28,32).

Los estudios de vigilancia longitudinal de instituciones individuales, ciudades,
paises y regiones geograficas amplias han documentado este surgimiento de

especies no C. albicans, asi como su mayor resistencia a los antifiingicos de uso
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clinico. Se ha demostrado que la resistencia a fluconazol y equinocandinas es mas
comun entre especies no C. albicans y en parte se debe a que existen algunas de
estas especies con resistencia primaria a los antifungicos, como por ejemplo C.
krusei a fluconazol, y otras como C. glabrata, con capacidad de adquirir resistencia
secundaria a las drogas antifingicas (10, 22,33-36).

Mas de 30 especies han sido notificadas como agentes etioldgicos de candidiasis
invasivas. Entre los pacientes pediatricos, las especies mas comun informadas son
C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis (10,11, 16, 19,20,26,27), y en menos
frecuentes C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. kefyr, C. lusitaniae y
levaduras de otros géneros, como Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Pichia y Hansenula (10,11, 15, 19, 24,37-39). Por
otro lado, el uso de métodos de identificacibn molecular ha ampliado la diversidad

de especies que se encuentran producen enfermedad (29,40).

La mayoria de las especies del género Candida han sido reconocidas como parte
de la microbiota normal de la piel, las mucosas, el tracto gastrointestinal y los
aparatos genital y urinario del ser humano (39,41). Sin embargo, en determinadas
situaciones gue alteran o modifican el equilibrio existente entre individuo-Candida,
la levadura puede comportarse como un patégeno oportunista y producir una gran
variedad de enfermedades (42). La ruptura de este equilibrio puede deberse a uno
o varios factores, como ser disminucion de las defensas del hospedador de origen
fisiologico (edades extremas, embarazo), enfermedades de base preexistente
(diabetes, endocrinopatias etc), inmunosupresién (virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), leucemia), tratamientos prolongados (quimioterapia, corticoterapia),
entre otros. O bien, por la disrupcién anatomica de barreras del hospedero debido
a situaciones tales como traumatismos, quemaduras, la implantacion de

dispositivos médicos como ser el uso de catéteres venosos y urinarios o cirugias
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extensas. Cualquier tipo de interrupcidbn de la barrera epitelial, favorece la
penetracion de los microorganismos que constituyen la microbiota a la circulacion

(37,42).

La deteccion de Candida en muestras clinicas puede representar una colonizacion,
infeccibn local o infeccion invasiva. En pacientes hospitalizados, los
microorganismos que participan en las infecciones provienen de fuentes
enddgenas y exdgenas (43). Entre las primeras se incluye tubo digestivo, la
mucosa vaginal, la uretra y la piel. La colonizacion masiva del intestino, asi como
el dafio producido en las mucosas del aparato digestivo, pueden favorecer la
translocacion de las levaduras a través de las mucosas hacia los vasos linfaticos y
de éstos al torrente sanguineo, dando asi origen a las fungemias (41,43,44). Entre
las infecciones de origen exdégeno, deben sefialarse las ocasionadas por
soluciones de nutricién parenteral contaminadas, procedimientos quirurgicos, las
soluciones endovenosas vy la infeccion de valvulas cardiacas y otras protesis (23,

43,45).

La colonizaciéon fungica en pacientes pediatricos internados y el riesgo de
asociacion con infecciones invasoras es bien conocida. El ingreso de los pacientes
en una unidad de cuidados intensivos a menudo involucra la colonizacién de sus
mucosas Yy/o piel, pudiendo desarrollar, como complicacién de su permanencia,
formas diseminadas graves (42). Los factores que favorecen la colonizacién entre
pacientes pediatricos son el bajo peso, la corta edad gestacional (menor a 27
semanas), tiempo de estancia hospitalaria superior a tres semanas, uso de
tratamientos antibidticos, existencia de catéteres venosos centrales, asistencia
respiratoria mecénica, y/o procedimientos quirdrgicos. Un cuarto de los recién
nacidos se coloniza con Candida y, de estos, dos tercios lo hacen en la primera

semana de vida. En los primeros dias la colonizacion es en el recto, en fauces y en
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la trAquea. Tras la segunda semana, el grado de colonizacion disminuye en estos
sitios y aumenta en la ingle. Candida albicans es la especie que predomina y se
observa mayor colonizacion en los nacidos por via vaginal (17,46,47).
Habitualmente se considera que el origen de Candida es la microbiota del
paciente, pero también se puede adquirir de forma horizontal. Los pacientes
cambian la cepa propia por otra que adquieren en el hospital y la diseminacién
puede hacerse a través del contacto humano, los objetos inanimados o la comida

(16).

Las infecciones producidas por levaduras incluyen una serie de enfermedades que
pueden afectar a la mayoria de los sistemas del cuerpo, produciendo desde
enfermedades mucocutaneas leves y funguria, hasta infecciones graves profundas
como meningitis, endocarditis e infecciones intra abdominales (48). Entre las
muchas manifestaciones clinicas de la candidiasis, la candidemia y la candidiasis
invasiva han recibido la mayor atencion en los ensayos clinicos. Varios autores
han demostrado que la mortalidad est4d estrechamente relacionada con el
momento de la terapia y/o el control de la fuente. Por ejemplo, una intervencion
temprana con una terapia antifingica apropiada y/o la extraccion de un catéter
venoso central (CVC) contaminado o el drenaje de material infectado

generalmente se asocia con mejores resultados generales.

El término fungemia se utiliza para designar la presencia de hongos en sangre,
detectadas mediante el hemocultivo. Se producen cuando los microorganismos
invaden el torrente sanguineo y se multiplican a un ritmo que supera la capacidad
del sistema reticulo endotelial para eliminarlos. La candidemia se asocia con hasta
un 47% de mortalidad atribuible, y esto es aln mayor entre las personas con shock
séptico (49). Esta invasion puede producirse desde un foco infeccioso

extravascular, a través de los capilares sanguineos o de los vasos linfaticos, o

Introduccion 7



desde un foco intravascular (endocarditis, infecciones de catéteres intravasculares
o arteriales)(50). Los CVC estan comunmente relacionados con la candidemia,
pero los catéteres no siempre son la fuente, especialmente entre los pacientes

neutropénicos, en los que el tracto gastrointestinal es una fuente comun.

La deteccidén de las fungemias constituye una de las prioridades del sistema de
salud; las levaduras que invaden el torrente circulatorio pueden diseminarse,
principalmente en bebés que tienen un sistema inmune inmaduro, e invadir otros
organos. Por estas razén, las fungemias estan asociadas a una elevada
mortalidad, informada entre un 10 hasta un 40 % entre pacientes pediatricos

criticos (51,52).

Un diagnéstico de IFI en un nifio inmunocomprometido comienza con una
valoracién del riesgo. Dicha evaluacion incluye la evaluacién de la probabilidad de
gue las manifestaciones clinicas de un paciente sean causadas por una IFIl.
Factores como la enfermedad neoplasica primaria, defectos cuantitativos y
cualitativos en neutréfilos, monocitos, células T, células B, anticuerpos y citocinas,
la integridad de la mucosa y el tratamiento inmunosupresor son criticos en esta
evaluacién del riesgo. Un historial cuidadoso y un examen fisico meticuloso
complementan la evaluacion junto a la cama, al tiempo que proporcionan una guia
para la seleccion racional de las modalidades de diagndstico por imagenes y los

estudios de laboratorio.

En los ultimos afos, el diagnéstico de laboratorio de las infecciones fungicas ha
mejorado con la llegada de nuevos métodos para el aislamiento y la identificacién
de hongos. Se han utilizado con éxito nuevas tecnologias tales como la deteccion
de anticuerpos y antigenos, y otros como la técnica T2 de visualizacion de
resonancia magnética para diagnéstico de candidiasis invasora, y las nuevas

técnicas moleculares para la tipificacion y deteccion de patdégenos fungicos en
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algunos casos a partir de la muestra (29,53,54). La utilizacion de herramientas
moleculares y de espectrometria de masa como el MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization — Time of Flight) ha permitido desarrollar nuevos
métodos de identificacion de Candida, lo que lleva a la identificacion de nuevas
especies junto con su mayor reconocimiento en la infeccion humana. Estos
estudios revelan diferencias gendmicas que han permitido clasificar a las especies
gue anteriormente se creian Unicas, como complejos de especies, como ser el
caso de los complejos C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. glabrata
entre otras (55,56). Son complejos de especies fenotipicamente similares, pero
gue son genéticamente distintas. Por ejemplo, C. dubliniensis, especie relacionada
C. albicans, fue originariamente aislada en infecciones orales y orofaringeas en
pacientes con SIDA y algunos aislados pueden presentar resistencia al FCZ. Otras
como C. metapsilosis, C. orthopsilosis, son especies cripticas que forman parte de
junto a C. parapsilosis sensu stricto del complejo C. parapsilosis, y presentan
minimas diferencias en su respuesta a los antifiingicos, y ademas se ha informado
de su capacidad diferencial de causar brotes nosocomiales, como ser el caso de
C. orthopsilosis (55). Otro ejemplo importante del aporte relacionado a las nuevas
técnicas lo constituye la identificacion de Candida auris. Esta levadura
recientemente reconocida como una levadura multirresistente de notificacion
obligatoria, emergente a nivel mundial, puede causar infecciones invasoras
asociada a una elevada mortalidad. Uno de los principales inconvenientes de esta
levadura es que representa un desafio para identificar y tratar, debido a solo
puede ser identificada a través de métodos moleculares o MALDI-TOF, no
pudiendo ser reconocida por métodos convencionales y a que ha sido reportada
como resistente al fluconazol y de sensibilidad variable a otros azoles, anfotericina

B y equinocandinas (https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/index.html) (57—61).
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A pesar de los grandes avances que han permitido las técnicas moleculares al
diagnostico microbiol6gico, muchos de estos métodos aun no se han
estandarizado ni validado en ensayos clinicos y, por lo tanto, no se utilizan
ampliamente en los laboratorios microbiologicos, ademas de otras limitaciones
como el hecho de no disponer de un presupuesto adecuado en los nosocomios
publicos de nuestra region que habilite a la implementacién de estas técnicas.
Actualmente la gran mayoria del diagnéstico de infecciones fungicas en nuestra
region se basan en metodologias convencionales, no moleculares debido a la
cantidad reducida de equipos de PCR en los laboratorios hospitalarios y los
escasos recursos disponibles. El cultivo y el examen microscopico siguen
utilizandose en nuestra region como el "estandar de oro", aunque en general, son
pocos sensibles. Los analisis de antigeno, como los sistemas de deteccion de
galactomananos y glucanos, se usan, aunque no con frecuencia, pero estas
pruebas varian en sensibilidad y especificidad, dependiendo en gran medida a la

expertris del personal que lo realice y de la poblacién de pacientes evaluados.

Las guias de tratamiento de las infecciones fungicas estan dirigidas en general a
paciente adultos, poco hay documentado en nifios (49,57,58). Sin embargo,
existen grandes diferencias entre nifios y adultos en el tratamiento, por ejemplo en
la farmacocinética, que requiere modificacion de la dosis, o diferencias
significativas en toxicidad, particularmente de nefrotoxicidad, frente a los diferentes
antifingicos. Por lo tanto, es primordial la obtencion de datos pediatricos
especificos para guiar terapia antifingica en nifios. Las guias elaboradas por
Infectious Diseases Society of America (IDSA) incluyen recomendaciones para la
prevencion y el tratamiento de infecciones oportunistas en nifios expuestos al VIH

e infectados por el VIH (https://aidsinfo.nih.gov/guidelines), y por otro lado en la

guia referente al manejo de la candidiasis recibe el apoyo de American Academy

of Pediatrics (AAP) y la Pediatric Infectious Diseases Society (PIDS)(49) en las
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recomendaciones pediatricas. Las guias ESCMID elaboradas por la European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases establecen pautas para la
prevencién y manejo de infecciones invasivas en neonatos y nifios causadas por
Candida spp.(58) En ambas recomendaciones para tratamiento de las candidiasis
invasivas pueden resumirse en comun: la utilizacibn de equinocandinas como
primer linea de tratamiento, seguida por fluconazol como alternativa aceptable a
utilizarse en pacientes que no estéan criticamente enfermos y/o que se considera
poco probable que tengan infeccidon por una especie de Candida resistente a
fluconazol. Estas guias también sugieren la transicibn de equinocandinas a
fluconazol (generalmente dentro de los 5 a 7 dias) para pacientes clinicamente
estables, que tienen aislamientos sensibles al fluconazol (ej., C. albicans)(49). La
anfotericina B liposomal, el voriconazol y posaconazol representan buenas
alternativas si hay intolerancia, disponibilidad limitada o resistencia a los otros
agentes antifungicos. Sin embargo, si se prescribe voriconazol o posaconazol se
recomienda la monitorizacion terapéutica de estas drogas principalmente en
aquellos pacientes con respuesta insatisfactoria a la terapia, sospecha de
toxicidad o de interacciones farmacoldgicas, insuficiencia hepética o renal. El uso
profilactico de fluconazol esta respaldado en pacientes con cirugia abdominal
reciente y perforaciones gastrointestinales recurrentes. El aislamiento de Candida
solo de las secreciones respiratorias nunca debe incitar el tratamiento. En
candidemia, se recomienda la extraccion de catéteres permanentes. Si no se
pueden extraer los catéteres, se debe preferir la anfotericina B lipidica o las
equinocandinas a los azoles. Solo se recomienda anfotericina B desoxicolato en
las candidiasis neonatal, en nifios mayores y adultos esta droga produce efectos
secundarios graves. Actualmente en esta regién, en las instituciones participantes
de este estudio, solo tenemos disponibilidad de fluconazol y anfotericina B
desoxicolato, y en mucho menor medida voriconazol y formulaciones lipidicas de

anfotericina B.
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El diagndstico y tratamiento de infecciones flungicas es un desafio, particularmente
en el hospedero inmunocomprometido. Los signos y sintomas son inespecificos, la
colonizacién es dificil de distinguir de la enfermedad invasiva, los hemocultivos
pueden ser negativos y los pacientes a menudo no pueden someterse a
procedimientos de diagndstico invasivos. Por otro lado, son pocas las opciones
terapéuticas disponibles para el manejo de infecciones fungicas, principalmente en
nifilos. Entonces es fundamental determinar la epidemiologia de nuestra region,
ademas de conocer las especies prevalentes, a fines de tomar medidas de
prevencion de la colonizacion y/o infecciébn hospitalaria y para poder establecer
una terapéutica eficaz de ser requerida. La epidemiologia detallada nos permitira
comprender qué pacientes se enfermaran y por qué, permite determinar quién
esta en riesgo de desarrollar una enfermedad y, por lo tanto, dirigir mejor nuestros
recursos y esfuerzos de diagnéstico y terapéutica, asi como predecir con mayor
precision el pronoéstico. La deteccion temprana y el tratamiento de infecciones
debidas a especies del género Candida y otras levaduras, son la llave para

disminuir el riesgo de la morbimortalidad de estos pacientes.

Justificacion

Las infecciones fungicas invasoras han incrementado su incidencia y constituyen
una importante causa de morbilidad y mortalidad entre los pacientes pediatricos
internados. A pesar de que los nifios y los adultos son igualmente vulnerables a
estas infecciones, ambos grupos deben ser evaluados por separado. Estudios
previos realizados en nuestra region, muestran una elevada proporcion de
aislamientos de levaduras no C. albicans asi como de cepas resistentes a los
antifingicos utilizados en la zona, lo que obliga a continuar la vigilancia a fin de

conocer la problematica actual.
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El analisis de los factores de riesgo, el control regular de la colonizacion en la
internacion, la correcta identificacion del agente etioldgico junto con el estudio de
su perfil de sensibilidad son importantes puntos que permiten prevenir la infeccion
fungica y establecer medidas de control y de tratamiento efectivas. Por otro lado,
debe considerarse que las enfermedades fungicas ocasionan un elevado costo al
sistema sanitario, razon que enfatiza la necesidad de su valoracion y aplicar

medidas de prevencion.

Son pocos los estudios realizados respecto a la colonizacion e infeccién fungica
invasora en los centros de internacion del nordeste argentino (NEA), menos adn
los relacionados a pacientes pediatricos. Los datos obtenidos de las especies
involucradas y la deteccion de cepas con sensibilidad reducida permitirdn aportar

datos acerca de nuestra situacion.

Hipotesis

La frecuencia de aislamiento de especies de no- Candida albicans en pacientes
pediatricos hospitalizados se incrementé en los ultimos 10 afios. Se detectan

aislamientos con sensibilidad reducida a los antifangicos clinicos.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

Conocer la frecuencia y el perfil de sensibilidad antifungica de especies de
levaduras aisladas de muestras clinicas de pacientes pediatricos hospitalizados y

neonatos de unidades de cuidados intensivos de nosocomios de esta region.

Objetivos especificos

o Determinar la frecuencia de especies de levaduras aisladas de muestras
clinicas de pacientes neonatos internados en unidades de cuidados

intensivos.

e Determinar la frecuencia de especies de levaduras aisladas de muestras

clinicas de pacientes pediatricos hospitalizados.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima de los aislamientos a partir

de un método de microdilucion en placa.

e Comparar las frecuencias de especies de levaduras aisladas obtenidas de

pacientes pediatricos y de neonatos.

e Comparar los perfiles de sensibilidad obtenidos de las levaduras aisladas

de pacientes pediatricos y de neonatos.

e Conocer la frecuencia de especies como agentes de candidemias y

colonizadores de catéteres en pacientes pediatricos

e Conocer la frecuencia de especies como agentes colonizadores en

neonatos en unidades de cuidados intensivos.
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MATERIALES Y METODOS

Durante enero de 2005 y diciembre 2015 se estudiaron todas las levaduras
aisladas de muestras clinicas de pacientes pediatricos del Hospital Pediatrico
“Juan Pablo II” de la ciudad de Corrientes y de pacientes neonatos de sanatorios
privados de la ciudad de Resistencia. Las mismas fueron derivadas al
Departamento de Micologia del Instituto de Medicina Regional - Universidad
Nacional del Nordeste, para su identificacion y estudio de sensibilidad antifangica.
Cada espécimen fue derivado con una ficha donde fueron consignados los datos
del paciente como ser, numero de identificacion, edad, sexo, enfermedad de base

o factor predisponente.

1. ldentificacion:
Para realizar la identificacion de cada levadura, se realizaron pruebas en base a
caracteristicas morfolégicas, bioguimicas y fisioldgicas de cada espécimen.

e Deteccién de ureasa

Examen en fresco con tinta china

e Estudio micromorfolégico por crecimiento en agar leche.

e Siembra en medios cromogénicos (CHROMagar Candida, Medica- Tec,

Argentina).

e Prueba de asimilacién de trehalosa para identificacion presuntiva de

especies del complejo C. glabrata

La identificacion definitiva de los aislados fue realizada empleando sistema

comercial API ID 32C (BioMérieux, Argentina).
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Produccién de ureasa

El medio de urea (ver Anexo medios de cultivos) contiene rojo de fenol como
indicador, que vira de amarillo a rojo poniendo de manifiesto la actividad de la
enzima. Esta prueba se utiliz6 para la identificacion presuntiva de especies de

Cryptococcus y Trichosporon, que resultan positivas.

Examen en fresco con tinta china

Se utilizd para observar levaduras con capsulas, presuntivas del género
Cryptococcus. Se coloc6 una gota de una suspension de la levadura en estudio, o
de la muestra clinica, mas una gota de tinta china entre porta y cubreobjeto, se
observd al microscopio O6ptico. Se consider6 positivo cuando se observaron

levaduras refringentes rodeadas por una capsula de 1-20 micrones de espesor.

Micromorfologia

A fin de realizar la identificacidn presuntiva de ciertas especies, se utiliz6 Agar
leche (Ver anexo), que permitid visualizar la formacién de hifas y seudomicelio,
blastoconidias, clamidoconidias y/o artroconidias (59). La levadura incognita se
sembré tocando suavemente la superficie del agar con un ansa y luego se cubrié

con un cubreobjetos estéril. La placa se incub6 a 37°C, de 3 a 7 dias.

Siembra en medios cromogénicos

Se utilizé6 el medio de CHROMagar Candida®. El mismo contiene sustratos
enzimaticos unidos a compuestos cromogénicos que producen un color
determinado en presencia de enzimas especificas de especie. Su utilizacién
permitio la identificacion presuntiva de C. albicans que desarrolla de color verde,
C. tropicalis de color azul y C. krusei de color rosa y aspecto seco. Las demas
especies desarrollaron colores y tonalidades inespecificos (blanco, crema, rosa) y

no pueden ser identificadas.
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La levadura incégnita se sembré en placas con el medio cromogénico y se incubd
a 37°C, durante 48 a 72 h, de acuerdo a indicaciones establecidas por el

fabricante.

Sistemas comerciales para identificacion definitiva

Se utiliz6 el sistema API ID 32 C (bioMérieux, Argentina) que consiste en un panel
descartable de 32 pocillos, que contienen 29 sustratos deshidratados para
pruebas de asimilacion (carbohidratos, acidos organicos y aminoacidos), una
prueba de sensibilidad a cicloheximida, una prueba colorimétrica para determinar

hidrdlisis de la esculina y un control negativo.

La siembra se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante. Se realizé lectura
visualmente a las 48 h de incubacion a 30 °C. El crecimiento (positivo) se
determiné por presencia de turbidez en cada pocillo. Los resultados se
convirtieron en un biocddigo numérico de 8 digitos que permite la identificacion a

través de un manual (ID 32C, indice analitico de perfiles).

2. Estudio de Sensibilidad

El estudio de la sensibilidad antifiingica in vitro de cada levadura, se realiz6
empleando la técnica de microdilucion en caldo, segun lo establece el documento
de referencia M27-A3 del Clinical Laboratory Standart Institute (60). Se determiné
la concentracion inhibitoria minima (CIM) de fluconazol (FCZ), voriconazol (VCZ),
itraconazol (ITZ), ketoconazol (KTZ) y anfotericina B (AMB) para cada aislamiento.
Los rangos de concentracion empleados fueron de 0,125 - 64 pg/ml para el FCZ y
0,03 - 16 pg/ml para el resto de las drogas. La evaluacién de equinocandinas no

fue posible, debido a que no se tuvo disponible la droga pura durante el estudio.
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La CIM para los azoles se consider6 como la menor concentracion del
antifangicos a la cual se observé una disminucién prominente de la turbidez
comparado con el pocillo control de crecimiento (= 50% de inhibicidn).

La CIM para la AMB fue considerada como la menor concentracion del farmaco
gue inhibié cualquier crecimiento visible (100 % de inhibicién).

Para categorizar los aislamientos se emplearon los puntos de corte establecidos
en los documentos de referencia del CLSI (60,61). Para aquellas especies que no
tiene establecidos puntos de corte clinico que permita su categorizacién, se
empelaron los puntos de corte epidemiolégicos establecidos en los manual M59

2ed. del CLSI que permiten la divisién de aislados salvajes y no salvajes (62).

Como control de procedimiento se utilizaron cepas de control C. parapsilosis

ATCC 22019y C. krusei ATCC 6258.
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RESULTADOS

1. Identificacion de especies

Se procesaron un total de 416 levaduras obtenidas a partir de 268 pacientes. Del

total de pacientes, 196 fueron pediatricos (entre 2 meses a 16 afios) y 72 neonatos

internados en unidades de cuidados intensivos (UCIN) (0 hasta 3 meses de edad).

Se identificaron un total de 14 especies diferentes. La tabla 1 muestra las especies

aisladas de acuerdo con la poblacion de pacientes. La diversidad de especies fue

mayor entre pacientes pediatricos (12/14) que en neonatos (10/14).

Tabla 1. Frecuencia de especies aisladas en pacientes pedidtricos y neonatos.

Neonatos % neonatos Pediatricos % pediatricos  Total
C. parapsilosis
complex 55 36,9 88 32,9 143
C. albicans complex 53 35,6 83 31,1 136
C. tropicalis 21 14,1 67 25,1 88
C. glabrata complex 10 6,71 7 2,63 17
C. guilliermondii 4 2,68 4
C. lusitaniae 1 0,67 3 1,12 4
C. krusei 2 1,34 4 1,51 6
C. kefyr 1 0,38 1
C. famata complex 1 0,67 1
C. rugosa complex 1 0,67 1
T. asahii 1 0,67 7 2,63 8
T. mucoides 3 1,12 3
Rhodotorula sp. 2 0,75 2
Cr. neoformans 1 0,38 1
Cr. gatti 1 0,38 1
Total 149 100 267 100 416
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C: Candida, T: Trichosporon; Cr: Cryptococcus

Del total de aislamientos, las especies del complejo C. parapsilosis fueron aisladas
con mayor frecuencia (34,7 %), seguida por C. albicans complex (32,7%), C.
tropicalis (21,1 %), C. glabrata complex (4,08 %) y Trichosporon spp. (2,64%). Este
orden de frecuencias se mantuvo en ambas poblaciones por separado, con la
diferencia de que en el caso de los pediatricos C. glabrata ocupé el 4° lugar junto

con Tr. asabhii.

El grafico 1 muestra la distribucion de la especie C. albicans en relacion a las
levaduras no C. albicans en cada afio de estudio, en el cual se observan
diferencias significativas entre ambas poblaciones, excepto en los afios 2008,
2009 y 2011, donde la frecuencia de aislamientos C. albicans y levaduras no- C.
albicans fue similar. La Tabla 2 muestra el nUmero de pacientes de cada poblacién
en estudio y las especies aisladas cada afio evaluado. La tabla 3 muestra las
especies obtenidas de acuerdo a la muestra clinica, para cada poblacién en

estudio.

Grafico 1. Representacion grafica de las frecuencias de aislamientos de C.

albicans y levaduras no - C. albicans durante el periodo de 10 afios.
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Tabla 2. Numero de aislamientos y frecuencias de especies aisladas durante cada afio de estudio.

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Totales

Pacientes 29 22 50 23 30 32 14 27 18 11 13 267
Neonatos 5 9 12 8 11 10 2 8 2 2 3 72
Pediatricos 24 13 38 14 19 22 11 19 16 9 10 195
ESPECIES

C. albicans 15 6 20 20 20 18 8 12 7 4 6 136
C. parapsilosis 6 12 25 8 8 23 9 28 10 6 8 143
C. tropicalis 10 6 17 13 5 10 1 8 6 5 7 88
C. glabrata 5 2 2 5 3 17
C. krusei 3 1 2 6
C. guilliermondii 2 2 4
C. lusitaniae 2 1 1 4
C. kefyr 1 1
C. famata 1 1
C. rugosa complex 1 1
Tr. asahii 4 1 1 1 1 8
Tr. mucoides 2 1 3
Rhodotorula sp. 2 2
Cr. neoformans 1 1
Cr. gatti 1 1
Total 40 27 68 43 40 56 18 58 29 18 19 416

C: Candida, Tr: Trichosporon; Cr: Cryptococcus
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Tabla 3. Origen de los aislamientos de acuerdo a las especies obtenidas.

Sangre Catéter Sangre Orina Materia Lig. Lig. Lig. Lig. Biopsia de Total
obtenida fecal ascitico  peritoneal biliar pleural tejido de
catéter quemado
Candida albicans ~ PEDIATRICO 24 19 3 33 3 1 136
NEONATO 3 1 29 16
C. parapsilosis complex PED. 38 30 4 9 1 1 143
NEO. 13 24 21
C. tropicalis PED. 25 19 3 17 4 88
NEO. 1 1 11 5
C. glabrata complex PED. 2 1 17
NEO. 1 6 3
C. krusei PED. 1 2 1 6
NEO.
C. guilliermondii NEO. 2 2 4
C. lusitaniae PED. 2 1 4
NEO. 1
C. kefyr PED. 1 1
C. famata complex NEO. 1 1
C. rugosa complex NEO. 1 1
Tr.asabhii PED. 1 1 4 1 8
NEO. 1
Tr. mucoides PED. 3
Rhodotorula sp. PED. 2
Cr. Neoformans PED.
1 1
Cr. gatti. PED. 1 1
TOTAL 121 73 11 144 49 1 9 1 1 1 416
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C: Candida, T: Trichosporon; Cr: Cryptococcus; Liq: liquido; LCR: liquido cefalorraquideo; BAL: lavado
bronquioalveolar.

Los aislamientos de Rhodotorula fueron obtenidas de hemocultivos del mismo

paciente en distintos episodios.

Las levaduras del complejo C. parapsilosis fueron aisladas con mayor frecuencia en
muestras de sangre en ambas poblaciones, pero en un porcentaje
significativamente mayor entre pacientes neonatos (pediatricos: 37,4 % Vs
neonatos: 63,3 %). En pacientes pediatricos, la segunda especie fue C. tropicalis
(25,2 %), seguida por C. albicans (24,2 %), mientras que en pacientes neonatos, el
complejo C. albicans se aislé en segundo lugar (13,6 %), seguida por C. tropicalis

(9,1%).

De los 71 aislamientos de catéteres en pacientes pediatricos, 20 fueron
acompafadas por levaduras aisladas también en los hemocultivos. En el resto
(71,8%), el cultivo de la muestra de sangre obtenido por puncién venosa resultd
negativo. Las especies aisladas de muestras paralelas sangre/catéter fueron: 8 C.
parapsilosis, 6 C. tropicalis, 2 C. albicans, 1 donde C. parapsilosis se aislo de
sangre y C. albicans de catéter y 3 donde se aisl6 C. albicans del hemocultivo y C.

parapsilosis en el catéter.

Solo en una ocasién se recibieron levaduras aisladas de catéter de un paciente
neonato, en el cual se encontrd asociacién C. albicans — C. tropicalis del catéter y

C. tropicalis del hemocultivo.

Entre las muestras de orina, C. albicans fue la especie predominante en ambas
poblaciones (50,8% entre pacientes pediatricos y 36,7% en pacientes neonatos), y
a pesar que en segundo lugar en ambos casos la especie de mayor frecuencia fue
C. parapsilosis, el porcentaje fue significativamente superior entre pacientes

neonatos (30,4% neonatos; 13,8% pediatricos).
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Entre pediatricos, hubo pacientes con aislamientos de diferentes muestras, donde
se obtuvieron las siguientes levaduras: 1 de orina y liquido peritoneal (C. tropicalis),
1 de liquido de drenaje biliar y hemocultivo (C. albicans), 1 de hemocultivo (C.
albicans) y liquido peritoneal (C. glabrata), 1 de liquido peritoneal, catéter y orina
(C. tropicalis) y 1 de liquido de derivacion ventriculo atrial, LCR (C. albicans) y un

hemocultivo (C. tropicalis).

En ciertos casos, entre los pacientes neonatos se estudiaron cultivos simultaneos
de sangre y/o orina y/o materia fecal. La tabla 4 muestra el nimero de pacientes

neonatos y las especies aisladas en cada caso.

Tabla 4. Numero de pacientes neonatos con desarrollo de levaduras en
muestras tomadas en simultaneo.

Neonatos C. C. C. C. C.
parapsilosis  tropicalis  albicans  guilliermondii  glabrata
Sangre/Orina/Mat. fecal 2 1 1
Sangre/Sangre obtenida de 1
catéter/ Orina / Mat. fecal
Sangre / Catéter 1
Sangre / Orina 2
Orina / Mat. fecal 19 3 15 2 2

En un paciente se aislé C. tropicalis en la muestra de sangre y asociacion C.
tropicalis — C. albicans en el catéter. En otro paciente se aislé C. tropicalis en

materia fecal y C. albicans en orina.

En algunos pacientes se aislaron levaduras de muestras procesadas en distintas
ocasiones. La tabla 5 muestra las especimenes procesados Yy los aislamientos en

cada caso, mencionando el factor predisponente de contarse con el antecedente.
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Tabla 5. Pacientes que presentaron mas de un aislamiento de levaduras en diferentes momentos. Especies aisladas y factor predisponente

Paciente numero

Muestra (nimero de episodios)

Especie (s) aislada en cada episodio

Factor predisponente(s)

1 (pediatrico)

2 (pediatrico)

3(pediatrico)
4 (neonato)

5 (neonato)

6,7 (neonato)
8 (pediatrico)

9 (pediatrico)
10 (pediatrico )
11 (pediatrico)

12 (neonato)

13 (neonato)
14 (pediatrico )

15 (pediatrico )
16 ( pediatrico )
17 ( neonato)
18 (neonato)
19 (pediatrico)

20 (neonato)

21 (pediatrico )

sangre (3)
sangre /cateter (2)
sangre (2)

sangre (2)
sangre (2)

orina/materia fecal (2)

orina (2)
sangre (2)

sangre (2)
cateter (2)

sangre (2)

orina/materia fecal (3)
orina (3)
sangre(1)

sangre/cateter (2)

sangre (3)
sangre/cateter (1)
sangre (4)
sangre/cateter (1)
sangre (1)
orina (2)
sangre (2)
orina (1)
orina/liquido peritoneal (2)
sangre (2)

C. tropicalis
C. tropicalis /C. tropicalis
C. albicans

C. parapsilosis
C. parapsilosis

C. albicans/C.albicans
C. albicans/C.tropicalis

C. albicans
1° episodio asoc. C. albicans - C. lusitaniae
2° episodio C.tropicalis
C. tropicalis
C. parapsilosis
1° Asoc. C. tropicalis - C. lusitaniae
2°C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. albicans
1°C. albicans/C. parapsilosis
2 °C. albicans/C. albicans
C. parapsilosis
C. parapsilosis/C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis/C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
Rhodotorula spp.
C. tropicalis
C. tropicalis/C. tropicalis
T. mucoides

entercolitis necrotizante

Leucemia linfoblastica aguda

prematuro/alimentacién lipidica parenteral

neuroblastoma, leucemia mieloide aguda
paciente oncolégico

paciente oncolégico

paciente oncolégico

prematuro /alimentacion lipidica parenteral
prematuro /alimentacion lipidica parenteral

paciente oncoldgico, CVC

aciente oncoldgico
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Se obtuvieron un total de 22 asociaciones. La tabla 6 muestra las especies asociadas de

acuerdo al material clinico y el tipo de paciente.

Tabla 6. Asociaciones encontradas segun la muestra clinica y la poblacién en
estudio.

. Muestra .. .
Especies L. Poblacién Cantidad

clinica
C. parapsilosis - C. albicans catéter pediatrico 2
sangre pediatrico 1
C. parapsilosis - C. famata sangre neonato 1
C. albicans - C. tropicalis catéter neonato 1
C. parapsilosis - C. krusei orina pediatrico 1
orina neonato 1
C. parapsilosis - C. tropicalis Sangre pediatrico 1

obtenida de

catéter
orina pediatrico 1
orina neonato 1
C. parapsilosis — T. mucoides sangre pediatrico 1
C. parapsilosis — T. asahii sangre pediatrico 1
orina pediatrico 2
C. tropicalis - C. lusitaniae sangre pediatrico 1
C. albicans - C. lusitaniae sangre pediatrico 1
C. tropicalis — T. asahii catéter pediatrico 1
C. albicans - C. guilliermondii materia fecal neonato 1
C. albicans - C. glabrata orina neonato 2
materia fecal neonato 1
orina pediatrico 1
C. albicans - C. krusei catéter pediatrico 1

Total 22

C: Candida; T: Trichosporon
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La tabla 7 muestra algunos de los factores de riesgo documentados de los pacientes
estudiados. En la mayoria de los casos, salvo los datos minimos para identificar el origen
de los aislamientos, no se consiguieron los datos referidos a la enfermedad de base y/o

los factores de riesgo de los pacientes.

Tabla 7. Factores de riesgo de algunos de los pacientes, especificando las especies

aislada en cada caso

Numero
Factor de riesgo de Especies aisladas
pacientes
Enterecolitis necrotizante 1 C. tropicalis (5)
Obstruccion intestinal peritonitis 1 C. parapsilosis (1)
Paciente oncoldgico (sin especificar 2 C.tropicalis (9), C. parapsilosis (8), C. albicans (7), C. glabrata (1),
tipo) C. lusitaniae (2)
Leucemia linfoblastiaca aguda 1 C. albicans (2), C. parapsilosis (1)
Leucemia Mieloide Aguda 3 C. tropicalis (3), C. albicans (1), C. lusitaniae (1)
Alimenacion lipidica parenteral 6 C. parapsilosis (8)
Desnutricion 1 C. parapsilosis (1)
Prematurez 12 C. parapsilosis (12), C. gu:l//'ermondn (2), C. tropicalis (2),
C. albicans (1)
Sindrome urémico hemolitico 1 Asoc. C. parapsilosis - T. mucoides
Dialisis perltoneél paciente 1 C. lusitaniae
nefrectomizado
Dialisis 1 C. parapsilosis
Quemado 5 C. parapsilosis (2), C. albicans (2), C. tropicalis (1)
Cirugia Cardiovascular 1 C. parapsilosis (1)
Cardiopatia congenita 1 C. parapsilosis (1)
Neumonia 1 C. albicans (1)
Hidrocefalia 1 C. tropicalis (2)
Abceso cerebeloso 1 C.albicans (2)
Malformacidén congenita renal 1 Asoc. C. parapsilosis - C. kusei
C. parapsilosis (42), C. tropicalis (31), C. albicans (31), C. krusei (3), T.
Unidad de terapia intensiva 101 asahii (4), C. lusitaniae (2), C. glabrata (1), Cryptococcus neoformans
VNI(1)
VIH 1 C. krusei (1)
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2. Sensibilidad antifungica

La tabla 8 muestra en porcentajes, los aislamientos categorizados en sensible (S),
sensibles dependiente de dosis (SDD) y resistentes (R), segun el documento de
referencia (63), para los complejos de especies C. parapsilosis, C. albicans, C. glabrata, y

para C. tropicalis y C. krusei obtenidas en este estudio.

Tabla 8. Porcentajes de levaduras sensibles, sensibles dependiente de dosis vy
resistentes al fluconazol

Especies Categorizacion clinica frente al fluconazol % (n)
Pediatricos S SDD R
C. albicans 100 (83)
C. parapsilosis 93,1(82) 6,9 (6)
C. tropicalis 100 (68)
C. glabrata 100 (7)
Neonatos
C. albicans 96,6 (51) 1,7 (1) 1,7 (1)
C. parapsilosis 92,7 (51) 1,85(1) 5,45 (3)
C. tropicalis 100 (20)
C. glabrata 100 (10)

C: Candida, S: sensible, SDD: sensible dependiente de dosis, R: resistente

Candida krusei no fue evaluada frente al FCZ porque esta especie tiene resistencia
intrinseca a esta droga.

Las levaduras de C. parapsilosis con sensibilidad disminuida frente al FCZ se aislaron de:
2 de cateteres (2 SDD), 4 de sangre (4 SDD) y 4 de orinas (1 SDD y 3 R). Uno de los
pacientes pediatricos present6 en sangre y cateter, aislamientos de C. parapsilosis SDD
frente al FCZ. Otro de los pacientes presentd una cepa de C. parapsilosis SDD al FCZ,
luego de tres hemocultivos previos positivos con cepas sensibles y durante el tratamiento

con FCZ.
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Las cepas de C. albicans Ry SDD fueron aisladas de orinas de 2 pacientes neonatos.
Todos las levaduras de C. tropicalis, C. krusei y los complejos C. parapsilosis y C.
albicans, fueron sensibles al VCZ, segun puntos de cortes establecidos en el manual del
CLSI (63).

Algunas especies no pudieron ser categorizadas en sensibles o resistentes debido a que
no existen puntos de cortes clinicos establecidos para las mismas. En algunos de estos
casos se emplearon los puntos de cortes epidemiolégicos propuestos por el documento
M59 del CLSI (62), que permiten separar cepas salvajes (o0 ‘wild type”), es decir aquellas
gue no manifiestan mecanismo de resistencia fenotipico, de las cepas no salvajes (no
wild type) que son aquellas que si manifiestan algun tipo de resistencia in vitro. En
ausencia de puntos de corte clinicos, los puntos de cortes epidemiolégicos permiten
monitorear las emergencia de cepas con alguna resistencia in vitro, que pueda conducir a
una cepa menos sensible o con resistencia a la droga en estudio (64).

Todas los aislamientos de C. tropicalis y C. krusei, y de los complejos C. parapsilosis, C.
albicans, C. glabrata mostraron valores de CIM de AMB por debajo del VCE fijado por el
documento del CLSI (2 ug/ml), por lo tanto fueron consideradas cepas salvajes.

Las levaduras de C. guilliermondii y 2 de las 4 de C. lusitaniae mostraron CIM de FCZ
menor a los VCE establecidos para estas especies (8 ug/ml y 1 ug/ml respectivamente).
Sin embargo las otras 2 cepas de C. lusitaniae tuvieron valores de CIM mayores a 2
ug/ml para esta droga, resultando ser cepas no salvajes, es decir resistentes in vitro al
FCZ.

Las levaduras del complejo C. glabrata mostraron valores de CIM de VCZ menores al
punto VCE, resultando ser todos estos aislamientos cepas salvajes. Las levaduras de C.
tropicalis, C. glabrata complex, C. krusei y C. lusitaniae mostraron CIM del ITZ menores a
los VCE establecidos.

Para el caso de todas aquellas especies y géneros para los cuales no existen puntos de

cortes clinicos ni epidemioldgicos, se determind la CIM empleando el metédo de
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microdilucion en caldo, siguiendo la metodologia propuesta por el documento del CLSI
(61). La tabla 9 muestra los valores de CIM obtenidas en para cada una de estas

levaduras.
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Tabla 8: Valores de CIM de especies y géneros para los cuales no estan establecidos puntos de cortes clinicos ni epidemioldgicos.

CIM pg/ml (nimero de aislamientos)

Especie Fluconazol Voriconazol Itraconazol Ketoconazol Anfotericina
C. kefyr 1 0,125 0,125 0,26 2
C. famata complex 32 0,25 0,25 0,25 0,125
C. rugosa complex 8 0,06 0,06 0,06 0,5
C. lusitaniae *! 1(1); 0,5(1); 2(2); 0,03 (3); 0,125 (1) 0,03 (3); 0,06 (1) 0,25 (1); 0,5 (2); 1 (1) 1(1);2(3)
C. guilliermondii *? 2(2); 8(2) 0,06 (2); 0,125 (2) 0,06 (2); 0,125 (2) 0,125 (2); 0,5 (2) 0,5(2); 1(2)
Tr. asahii 0,5 (1); 1(1); 2(3); 4(3) 0,03 (3); 0,06 (3); 0,125 (1); 0,25 (1) 0,03 (1); 0,06 (2);0,125 (2); 0,25 (1); 0,5 (2) 0,03 (2); 0,25 (3); 0,5(2); 2 (1) 0,5 (1); 2 (3); 4 (1); 16 (1); >16 (2)
Tr. mucoides 2 (1); 4(2) 0,03 (1); 0,06 (1); 0,125 (1) 0,03 (1); 0,06 (1); 0,125 (1) 0,03 (2); 0,06 (1); 1(2) 2 (2); 4(1)
Rhodotorula sp. >128 (2) 16 (2) 16 (2) 16 (2) 2(2)
Cr. neoformans 0,03 0,03 0,03 0,06 0,5
Cr. gatti 0,03 0,03 0,03 0,03 0,5

*1C. lusitaniae presenta puntos de corte epidemioldgicos solo para FCZ e ITZ
*2C. guilliermondii presenta puntos de corte epidemiolégicos solo para FCZ
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DISCUSION

A medida que la medicina contemporadnea avanza en el tratamiento de afecciones de
elevada mortalidad como trastornos autoinmunes, tumores malignos y trasplantes de
organos, las infecciones fungicas invasoras constituyen una complicaciéon cada vez mas
importante. Diferentes estudios han demostrado que Candida sp. sigue siendo la causa
principal de enfermedad fangica invasora y ocupan el cuarto lugar en infecciones del
torrente sanguineo adquiridas en hospitales en pacientes pediatricos en los Estados
Unidos y Europa (65-67). A pesar de los progresos realizados en los cuidados de los
pacientes de alto riesgo, las infecciones fangicas invasoras estan asociadas a una tasa
de mortalidad significativamente alta. Los estudios publicados en los Ultimas década
muestran un mortalidad en nifios con candidemia de entre el 19% y 31% (57,68,69), y
estos valores aumentan en aquellos pacientes con mayor grado de inmunosupresion,

particularmente en trasplantados de células madre hematopoyéticas.

Este estudio pretende profundizar en algunos de los aspectos epidemiol6gicos de las
infecciones producidas por levaduras en pacientes pediatricos internados en instituciones
de nuestra regién, con el fin de aprovechar la informaciéon obtenida como pauta para
orientar el diagnéstico clinico y establecer tratamientos empiricos mas adecuados de
acuerdo con la prevalencia de las especies aisladas. Aunque muchos aspectos de los
factores de riesgo y los algoritmos de tratamiento aprendidos en las dltimas décadas
usadas en pacientes adultos pueden emplearse en pacientes pediatricos, existen
parametros propios en pediatria que deben ser establecidos en cada region para ser

utilizados en el ejercicio clinico.

Diferentes estudios de vigilancia epidemiolégica realizados en distintos organismos de
salud, publicos y privados, de diversas regiones geogréaficas han demostrado como factor
comun, la emergencia de especies no C. albicans, involucradas en un espectro similar de

infecciones, pero que tienen mayor potencial para desarrollar resistencia a los
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antifingicos habituales. Desde los afios 90 hasta la actualidad, se ha producido un
cambio gradual en la frecuencia de especies de Candida aisladas en muestras clinicas.
C. albicans era considerada como la especie responsable en alrededor del 80 % de los
casos de infecciones por levaduras, pero actualmente en numerosas publicaciones, se
notifica en menos del 50 %, observandose un aumento en la frecuencia de especies
como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii entre otras (11,
24, 26,27, 32, 40, 52,75,76). Uno de los estudios de colaboracion mas grandes que han
evaluado la incidencia de las infecciones por Candida fueron realizados por el
International Pediatric Fungal Network (IPFN)(72), donde revelan un predominio de
especies no - albicans en pacientes pediatricos (56%) y neonatos (52%), aunque con
frecuencias de aislamientos similares de C. albicans y C. parapsilosis. Por otro lado, los
distintos reportes revelan que existen variaciones significativas en el aislamiento de
especies segun la region geogréfica y el grupo de pacientes en estudio, siendo en ciertos
casos mas prevalentes especies no C. albicans. (7, 28, 37,40). Los resultados de este
estudio confirman y refuerzan la informaciéon acerca de infecciones producidas por

levaduras no C. albicans también en centros médicos de nuestra region.

En este estudio, la triada C. parapsilosis complex, C. albicans complex y C. tropicalis
representd el 88,2% de las especies mas frecuente aisladas. El 67,3 % de las especies
aisladas resultaron levaduras no - C. albicans. Fue significativo el hallazgo de C.
parapsilosis como complejo de especies predominante en ambas poblaciones, asi como
en la mayoria de las muestras clinicas evaluadas, desplazando a C. albicans a segundo,

y en algunos casos a tercero, como por ejemplo en hemocultivos pediatricos.

La triada C. albicans/C. parapsilosis/C. tropicalis coincide con otros datos informados
anteriormente en Argentina y Latinoamérica en donde, en general, aproximadamente el
80% de los aislamientos corresponde a estas tres especies (10, 23,24, 35,73), y difiere

de otros paises como Alemania o Estados Unidos donde en algunos nosocomios C.
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glabrata complex ocupa el segundo lugar, en donde la prevalencia de esta especie se

deba probablemente al uso de FCZ como profilaxis (74—-76).

La metodologia empleada para la identificacion de las levaduras permitio la identificacion
de las especies, con un porcentaje de confianza superior al 96% indicado por método
comercial, en todos los casos. Uno de los problemas principal que se presenta con la
metodologia de identificacion utilizada en este estudio es la imposibilidad de identificar
una especie emergente como C. auris. Esta levadura multi resistente recientemente
reconocida por su capacidad de producir brotes, ademas de la elevada mortalidad
asociada las infecciones, puede identificarse errGneamente como varios organismos
diferentes cuando se utilizan métodos fenotipicos tradicionales para la identificacion de
levaduras como VITEK 2 YST, API 20C, Phoenix y MicroScan. Solo con estudios de
identificacion molecular y con dispositivos de diagnéstico por espectrometria de masa
(MALDI-TOF) pueden diferenciar C. auris de otras especies de Candida, pero no todas
las bases de datos de referencia incluidas en los dispositivos MALDI-TOF permiten la
deteccidon. A pesar de que en nuestro pais esta especie alin no ha sido reportada, su
aislamiento puede resultar un problema, especialmente en lugares con recursos limitados
como el nuestro donde la identificacion molecular puede no estar disponible de
inmediato. Nuevamente nos obliga a reconsiderar la necesidad de implementacion de
técnicas mas sofisticadas, mas rapidas y efectivas en la deteccion de especies

multirresistentes emergentes de alto riesgo.

Candida parapsilosis

Candida parapsilosis complex se presenta como un microorganismo cada vez mas
frecuente causante de infecciones nosocomiales, principalmente entre pacientes
pediatricos. En el presente estudio el complejo Candida parapsilosis fue la levadura

predominante.
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C. parapsilosis sensu lato es un complejo que incluye 3 especies intimamente
relacionadas: C. parapsilosis sensu stricto (s.s.), C. orthopsilosis y C. metapsilosis. Con
la definicibn de estas 3 especies dentro del complejo C. parapsilosis, surgieron
interrogantes sobre la prevalencia de cada una de ellas en cuanto a la posible variacion
segun el grupo etario y los sitios anatémicos de los cuales se aislan, pero, en especial, si
existen diferencias en los perfiles de sensibilidad a los antifingicos entre las mismas.
Varios estudios han demostrado que las mismas presentan virulencia y perfiles de
sensibilidad diferentes, sin embargo estas especies solo pueden ser diferenciadas por
técnicas moleculares (55,56,77,78). Como el diagnéstico de infecciones fungicas en
nuestra regibn adn se basan en metodologias convencionales, los métodos de
identificacion aqui empleados no fueron capaces de distinguir estas especies cripticas.
Considerando las diferencias epidemioldgicas entre las variedades, enfatiza la necesidad

futura de disponer en el laboratorio con estas técnicas actuales mas especificas.

Aunque esta especie es agente causal de multiples patologias tanto en huéspedes
inmunocomprometidos como inmunocompetentes, afecta principalmente a los recién
nacidos de bajo peso, pacientes cateterizados, y sujetos bajo esquemas de
hiperalimentacién intravenosa. Su incidencia ha aumentado en el mundo,
estableciéndose como la segunda Candida en frecuencia aislada de hemocultivos en
Asia, Latinoamérica y algunos paises de Europa, e incluso informada en primer lugar en
algunos centros (24,78-83). En Argentina fue el primer agente etiolégico de candidemia
en unidades de cuidados intensivos pediatricos y neonatales, con una prevalencia de
hasta 10 veces mayor que en adultos (7,35). En este estudio, las especies del complejo
C. parapsilosis fueron encontradas con mayor frecuencia en la mayoria de las muestras
clinicas, en ambas poblaciones estudiadas. Estudios previos realizados en nuestra
region, ya la notificaron como una especie predominante entre pacientes pediatricos,

aislada principalmente en muestras de catéteres y hemocultivos (10,11)
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La elevada incidencia de este complejo como patdgeno humano, se puede relacionar a
gue es reconocida como importante microorganismo parte de la biota normal de la piel.
Diferentes estudios reportan que C. parapsilosis complex se aisla de la piel del personal
de salud con un rango de portacion que varia entre el 17% al 75%, ademas de las
superficies y de materiales médicos. Se ha comprobado la trasmision de esta levadura a
los pacientes a través de las manos del personal y por otro lado su persistencia en los
ambientes hospitalario, resultando en una de las vias de infeccion horizontal por
levaduras mas comunes (45,48,51-53). También se ha demostrado su presencia en
fluidos intravenosos, bombas de vacio utilizadas para la produccién de nutricién
parenteral y en cremas y pomadas empleadas en el cuidado de la piel (28, 41,80). Se ha
relacionado ampliamente al uso de nutricién lipidica parenteral como asi también al uso
prolongado de catéteres y otros dispositivos implantados, ya que esta levadura presenta
la capacidad de adherencia y de formar biopeliculas en la superficie interna de los
mismos (85, 89,93,94). Esto podria explicar que el 41,1 % de las levaduras que se
aislaron colonizando catéteres pertenecieron al complejo C. parapsilosis, y que ademas
haya sido aislada en todos aquellos pacientes neonatos con alimentacion lipidica

parenteral (ver tabla 7).

Considerando la elevada prevalencia de C. parapsilosis encontradas en este trabajo y
debido a la gran relacion que guarda con infecciones de tipo ex6geno, son necesarias
estrictas medidas preventivas de higiene y concientizacién en la importancia del lavado
de manos antes y después del contacto con los pacientes, ademas del cuidado en el
manejo de los catéteres, a fin de evitar la colonizacion del mismo, posterior formacién de
biofilm y de esta manera disminuir la incidencia de infecciones producidas por esta

levadura.

Candida albicans
Uno de los hallazgos mas importantes realizado en este trabajo fue la relativa baja

frecuencia de C. albicans obtenida en relacién con las demés especies. Histéricamente,
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C. albicans represent6 entre el 70-80% de los aislamientos clinicos. Sin embargo, en los
altimos 10 a 30 afios, las especies no - albicans surgieron como importantes patégenos
oportunistas de infecciones humanas y en algunos casos, como en este trabajo,
superaron a C. albicans en frecuencia (7, 11, 27, 40,90). Como se dijo previamente, este
aumento podria estar relacionado con la existencia de mejores métodos de diagndstico e
identificacion, el uso creciente y generalizado de ciertas practicas médicas y la seleccién

de especies mas resistentes debido al uso mas extenso de antifingicos.

Un sistema inmune intacto y una microbiota normal son suficientes para proteger al
individuo de las infecciones por Candida. Las infecciones por levaduras adquiridas via
enddgena, se establecen por células que normalmente colonizan las mucosas,
superficies o la piel como comensales inofensivos, pero que producen infeccion cuando
ocurren desequilibrios en el sistema inmune o el microbioma del hospedero. Sin
embargo, ciertos eventos criticos pueden favorecer que este hongo se torne patégeno. C.
albicans es un componente habitual de la microbiota cutdnea, tracto gastrointestinal y
genital. Del 2 al 15% de los enfermos colonizados por esta especie desarrollan
candidiasis diseminada (37). En un estudio de vigilancia realizado a 592 neonatos donde
se tomaron cultivos semanales, el 12,1% de los pacientes se colonizaron con levaduras
del género Candida, de las cuales el 42% fue por C. albicans. El resto fueron colonizados
luego del 5 dia, y los recién nacidos por via vaginal tuvieron un mayor riesgo de
colonizacién temprana, siendo en este caso, C. albicans la especie mas prevalente. Este
mismo estudio demostr6 que el 6,9% de los pacientes neonatos que desarrollaron
candidiasis estaban colonizados y solo el 0,76% de los bebés no colonizados, lo que
sugiere que el monitoreo de la colonizacion en los bebés de mayor riesgo puede ser
beneficioso. En nuestro estudio, se encontr6 como segunda especie en frecuencia en
materia fecal de neonatos, constituyendo una potencial fuente de infeccion enddgena

para el desarrollo de candidiasis.
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C. albicans fue la especie mas frecuente encontrada en las muestras de orina en este
trabajo, similar a lo que se observa en otras investigaciones que la informan en una
frecuencia entre el 50 al 70% (91-93). Uno de los puntos mas importantes de esta
especie es que es mas virulenta que otras y se ha asociado con mayores tasas de dafio
producido en 6rganos y una mayor mortalidad atribuible (20). Esta levadura tiene la
capacidad de desarrollar adherencia a células epiteliales y endoteliales, sintesis de
enzimas hidroliticos, formacién de hifas y pseudohifas, cambio fenotipico, modulacién
antigénica, constituyendo un importante patdégeno nosocomial (39). Un estudio realizado
en pacientes neonatos, demostré que a pesar de la deteccion y el tratamiento, la tasa de
mortalidad de la candidiasis invasiva fue del 32%, y entre los afectados por C. albicans,

estos valores alcanzaban el 44%.

Candida tropicalis

C. tropicalis es una de las especies mas comunes entre las especies no C. albicans en
pacientes pediatricos, frecuentemente aislada de cultivos de sangre y orina (15, 28, 35,
73,83). En nuestro estudio, fue la segunda en frecuencia en hemocultivos de pacientes
pediatricos (25,8 %), desplazando a tercer lugar a C. albicans, aunque entre pacientes
neonatos fue aislada en menor frecuencia (9 %). Esta especie es a menudo encontrada
en pacientes en unidades de cuidados intensivos, especialmente en aquellos que
requieren cateterizacion prolongada, los que reciben antibiéticos de amplio espectro o
pacientes con cancer, especialmente con leucemia y neutropénicos (15, 28, 40, 83,94).
Si observamos en el presente trabajo los pacientes de los cuales dispuso de algun dato
de factor de riesgo, el 29,7 % de los pacientes oncolégicos tuvo algun aislamiento de C.
tropicalis y junto con C. albicans, fue la especie mas frecuente aislada en pacientes

pediatricos internados en UTI (ver tabla 8).

Esta levadura tiene mayor potencial de diseminacion entre individuos neutropénicos con
enfermedad hematolégica o receptores de médula 6sea en comparacién con otras

especies (83). Segun Kontoyiannis y col.,, entre las diferencias distintivas en la
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presentacion y los factores de riesgo que distinguen las fungemias producidas por C.
tropicalis y C. albicans, la primera se presenta en forma mas persistente y conduce a
estadias mas prolongadas en UTI durante el curso de la infeccién (39,95). Esta
persistencia de C. tropicalis se observo en este trabajo, donde en tres casos de pacientes
pediatricos y dos de neonatos, se obtuvieron aislamientos reiterados de C. tropicalis en
mas de una ocasion durante su internacion (ver tabla 5). Por otro lado, algunos estudios
epidemioldgicos (94-96) han demostraron que esta especie se asocia con mayor
mortalidad que otras especies. En el estudio realizado por Singhi y col. una de las
variables significativamente asociadas con mayor mortalidad fue el aislamiento de
especies no albicans, especialmente C. tropicalis (97). Costa y col. observaron una tasa
de mortalidad general del 41% para candidemias y del 71% para pacientes con
infecciones por C. tropicalis (98). Esta predisposicion de C. tropicalis para la
diseminacion y la elevada mortalidad asociada, pueden estar relacionadas a factores de
virulencia de esta especie tales como la formacién de biopeliculas y la secrecion de

proteinasas (28).

Esta especie también ha sido informada con menor sensibilidad antifngica en
comparacion con C. albicans. Este comportamiento no se observé en nuestro trabajo,
porque todas las cepas de C. tropicalis evaluadas resultaron sensibles a los antifangicos

probados, diferente de C. albicans donde si se registro resistencia frente a los azoles.

Candida glabrata

C. glabrata es un complejo de especies de distribucién ubicua en la naturaleza, que
pueden encontrarse en la cavidad oral, y mucosa vaginal y uretral de individuos sanos.
Anteriormente se las consideraba un sapréfito no patégeno, que raramente causaban
infecciones graves en humanos. Sin embargo, tras el uso generalizado y el aumento de
las terapias inmunosupresoras, la frecuencia de infecciones causadas por esta levadura
ha aumentado de manera significativa (99). En nuestro estudio se encontr6 en cuarto

lugar entre neonatos (6,71%) y pediatricos (2,63%). En relaciébn a otros trabajos de
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pacientes pediatricos realizados anteriormente en nuestra region, esta especie ha
disminuido su frecuencia entre pacientes pediatricos (15) y ha aumentado entre heonatos

(73).

Poco se conoce acerca de los reservorios hospitalarios de C. glabrata, donde las fuentes
probables de infeccién podriamos suponer involucran una interaccion compleja de
reservorios tanto humanos como ambientales (28). Aunque estas levaduras no son
aisladas con frecuencia de las manos del personal del hospital, se ha sugerido que
interviene la trasmisién exdgena, debido a que ha sido aislada de superficies ambientales
en contacto con las manos (34,105-107). Sin embargo, al formar parte de la biota normal
del individuo se presume una alta ocurrencia de infecciones de origen enddgeno por esta
levadura. Ha sido aislada en aproximadamente entre un 31 a 55% de pacientes
internados, y las tasas de colonizacién aumentan con la gravedad de la enfermedad y la
duracion de la hospitalizacién (99). En este estudio, se ha aislado en muestras
simultaneas de orina y materia fecal de pacientes neonatos, como agente colonizante en
cateter y como causante de candidemias. Su deteccién temprana podria permitir reforzar

medidas de control a fin de evitar su diseminacion.

Esta especie ha sido informada como agente frecuente de infecciones urinarias junto a
otras especies como C. albicans y C. tropicalis (91, 93,103-105). Exiten evidencias que
se adapta facilmente a determinadas propiedades de la orina, como la osmolalidad vy el
pH (91). Un estudio multicéntrico realizado por Sobel y col. muestra a C. glabrata como
responsable del 20% de las infecciones del tracto urinario por Candida en un total de 316
pacientes (102), y en otro realizado por Kauffman y col. C. glabrata ocupé el segundo
lugar con una frecuencia del 15,6 % entre 861 pacientes con funguria (105). En diferentes
estudios realizados en nuestro pais, esta especie ocup6é el segundo lugar en frecuencia,
24,8 % segun Muijica y col. (103) o tercer lugar, 11,5% segun Cornistein y col. (104). En
este estudio, el complejo C. glabrata se aislé en un porcentaje inferior (6,94 % ) ocupando

el cuarto lugar en muestras de orina, tanto entre pacientes pediatricos como neonatos,
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con un valor similar al obtenido por Alvarez (8,7%), quien tambien realiz6 su investigacion

en una poblacién pediéatrica (93).

Las infecciones por C. glabrata son dificiles de tratar debido a que estas levaduras son
poco sensibles a las drogas azolicas. En consecuencia, estas infecciones se presentan
con una elevada tasa de mortalidad entre pacientes hospitalizados de alto riesgo
(28,106). Tambien existen evidencias que demuestran una rapida diseminacion de las
infecciones por esta levadura en los estos pacientes (34,99). C. glabrata complex es
generalmente sensible a los derivados poliénos como nistatina y AMB, pero presenta
sensibilidad disminuida al FCZ, droga de primera linea utilizada en el tratamiento de los
pacientes en estos nosocomios (34). Las levaduras de C. glabrata de este estudio no
presentaron resistencia antifingica manifiesta frente a los demas azoles como ITZ y VCZ.
En estos casos, el tratamiento con azoles puedria llevar al fracaso terapéutico. Es por lo
tanto fundamental, el aislamiento e identificacion de esta especie especies, a fin de

instaurar la terapia antifingica correcta.

Este estudio mostré un aumento en la frecuencia de aislados del complejo de C. glabrata
en comparacion a a otros estudios realizados en nuestro pais, como por ejemplo el de
Rodero y col. (2,6 % vs 4,08%), pero, valor similar a los datos informados por Cordoba y
col. (4,3 %). En otro trabajo similar realizado en el 2006 donde se evaluaron pacientes
pediatricos, la frecuencia informada de esta especie fue del 10,7 % en hemocultivos y 5,6
% en cateteres, superior a la obtenida en este trabajo (11). En un estudio similar
realizado por nuestro equipo de trabajo, donde se evaluaron levaduras aisladas de
neonatos, de 92 cepas solo una fue C. glabrata, obtenida a partir de un cateter (1,1%),
comparado con este trabajo donde se obtuvieron 10 de 149 levaduras (6,71%). Esto
demuestra un aumento en la frecuencia de esta especie entre pacientes neonatos, en
relacion a 20 afos atras en nuestra region (10). Es importante mencionar que en estos
pacientes neonatos, no hubo terapia previa con FCZ, lo cual permitiria descartar una

seleccion de especies.
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Distintas frecuencias se observan en paises como los Estados Unidos y Alemania, donde
los aislamientos del complejo C. glabrata ocupan el segundo lugar, probablemente debido
al uso de terapias con FCZ como profilaxis. En los hosocomios incluidos en este estudio

no se utiliza terapia con FCZ como profilaxis.

Especies menos frecuentes

Candida lusitaniae

Candida lusitaniae es reconocida como un patdgeno nosocomial emergente,
principalmente entre pacientes graves e inmunodeprimidos. Una revision realizada que
incluye 55 casos de infecciones por esta levadura, revel6 que la mayoria de las
infecciones se producen en paciente relativamente jévenes, siendo la funguemia el
sindrome principal, y con menos frecuencia se informan casos de peritonitis, infecciones
del tracto urinario y meningitis (107). En nuestro estudio se obtuvieron cuatro
aislamientos de C. lusitaniae, dos de hemocultivos, uno de liquido pleural y uno de orina
de un pacientes neonato. En dos de estos casos se encontrd esta levadura en asociacion

con otras especies (una C. tropicalis y otra C. albicans).

A pesar de ser poco frecuente, informada entre un 0,6 y 2,1% en publicaciones
realizadas en Argentina (7, 11,35), y hasta en un 4 % a nivel internacional (menor aun
entre paciente pediatricos) (26,27,112), su interés clinico radica en su capacidad para
desarrollar resistencia a la AMB, en especial durante el tratamiento con este farmaco.
Esta resistencia a la AMB es principalmente del tipo adquirida, aunque existen algunos
reportes de cepas con resistencia intrinseca (108,109). A pesar que el documento del
CLSI no establece puntos de cortes epidemiologicos de AMB frente a esta especie,
Pfaller y col. establecen valores tentativos de ECV de AMB (2 ug/ml, 24h y 4 ug/ml,
48h)(62,64). Las levaduras procesadas en este trabajo, resultaron ser cepas salvajes sin

mecanismos de resistencia adquiridos, si consideramos el ECV establecidos por Pfaller.

En un estudio, entre 103 aislamientos de hemocultivos evaluados frente a la AMB por

Etest, 96,7% fueron sensibles a concentraciones de < 1 pg/ml y dos presentaron CIMs
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altas (8 y 16 pg/ml, respectivamente) (110). En contraste con las pruebas de
microdilucion en caldo, el método Etest o la evaluacion con curvas de muerte han
demostrado ser mas sensibles y especificas en estos casos para la deteccion de
resistencia a la AMB en aislamientos de C. lusitaniae y para las otras especies de
Candida. Algunos autores sugieren que que la resistencia primaria a la AMB es poco
comun entre los primo aislamiento de hemocultivos, sin embargo, si esta droga se utiliza
para tratar estas infecciones, el paciente debe ser cuidadosamente monitoreado a fin de
detectar la aparicion de resistencia adquirida (32). A fin de determinar con mas precision
el comportamiento de esta especie frente a estas drogas se necesitan mayores datos

sobre esta levadura, incluido los perfiles de sensibilidad.

No existen puntos de corte clinicos para esta especie que nos permita categorizarlas en
aislamientos sensibles o resistentes frente a los azoles. ElI CLSI establece puntos de
cortes epidemiologicos frente al fluconazol e itraconazol (ECV 1 ug/ml ambas
drogas)(62). En general, se comporta como una especie sensible frente a los triazoles
(96 a 100%)(110). Sin embargo en nuestro estudio, dos de los aislamientos resultaron
con CIM superiores al ECV frente al FCZ (CIM 2 ug/ml). Los valores de CIM de esta
especie frente al FCZ se muestran en general en amplios rangos, entre 0,25 a 16 ug/ml.,

aungue son escasos aquellos que exiben el valor de la CIM (64,107).

Candida lusitaniae esta asociada a infecciones en pacientes inmunocomprometidos,
principalmente oncoldgicos y neutropénicos (21, 40,107,108). En este estudio, los 4
pacientes que presentaron aislamientos de C. lusitaniae tenian alguna enfermedad de
base o factor de riesgo predisponente: un paciente con neuroblastoma, otro con leucemia
mieloide aguda, otro paciente nefrectomizado en dialisis peritoneal, y un neonato de bajo

peso con un periodo de internacion de dos meses en unidad de cuidados intensivos.
Candida guilliermondii

Candida guilliermondii se puede encontrar formando parte de la microbiota humana y es

considerada un patégeno emergente, que se presenta con una gran variabilidad en su
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frecuencia de aislamiento de acuerdo al pais y la poblacion en estudio (7, 21, 26, 35,116).
Por ejemplo, en un estudio de candidemias realizado por Nucci y col. que incluy6 a 7
paises de Latinoamerica , esta especie fue muy comun en Honduras con una frecuencia
de 20,7%, mientras que en paises como Brasil y Colombia representé menos del 2% del
total de los aislamientos. En este estudio, C. guilliermondii fue encontrada al 2,67%,
menor a la frecuencia informada por Nucci y col. (6,7%). Pero en este caso, los
aislamientos no fueron obtenidos a partir de muestras de hemocultivos, sino de muestras
pareadas de orina y materia fecal de pacientes neonatos. Otros sitios anatomicos de
donde esta especie ha sido aislada incluyen cateter, orina, muestras respiratorias, piel,

tejidos blandos y genitales (10,112).

La importancia de esta especie radica en que ha sido informada como una levadura con
capacidad de propagarse produciendo brotes nosocomiales (111,113,114), razén por la
cual es importante su detecciébn temprana. Se ha demostrado que la transmision

nosocomial se detiene tras un refuerzo de las medidas de control de infecciones (111).

En algunos casos, esta especie se presenta con sensibilidad disminuida a diferentes tipos
de antifingicos. Dick y col. informaron un caso de candidiasis diseminada debido a C.
guilliermondii en el que el paciente fallecié a pesar de la terapia con AMB, y cuando se
realizo el estudio de sensibilidad in vitro demostré que el microorganismo era resistente a
esta droga (36). La resistencia al FCZ se informé en un caso de osteomielitis en un dedo
causada por C. guilliermondii, donde la infeccién no respondié al tratamiento prolongado
con FCZ y requiri6 la amputacion del dedo afectado. La cepa aislada obtenido del hueso
infectado result6 resistente tanto al FCZ como al ITZ (115). Por otro lado, Masala y col.
informaron de un brote nosocomial por C. guilliermondii de fungemias relacionadas al
catéter entre cinco pacientes quirirgicos, donde todos los aislamientos fueron resistentes
a la flucitosina, pero sensibles al FCZ y AMB. Todos los pacientes fueron tratados con
éxito con FCZ, junto con la extraccion de los catéteres vasculares (111). A pesar de que

en las distintas publicaciones se refieren a la sensibilidad o resistencia de los aislados de
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esta especie, no exiten hasta la actualidad valores de puntos de corte establecidos para
C. guillermondii, razén por la cual se dificulta la comparacion entre trabajos. Si esta
establecido el VCE para el FCZ (8 ug/ml), que permite categorizar a las cepas evaluadas
en este estudio como cepas salvajes, sensibles in vitro a esta droga. Estas cepas
tambien presentaron valores bajos de CIM frente a los demas azoles y AMB. En
anteriores publicaciones en nuestra region se han estudiado cepas de esta especie

sensibles a los mismos antifungicos aqui evaluados (10,11).

Debido a que C. guilliermondii puede mostrar una sensibilidad disminuida a diferentes
clases de agentes antifungicos, a que hay evidencia de que puede transmitirse de un
paciente a otro en el entorno hospitalario, su aislamiento debe considerarse de

importancia en nuestras instituciones.

Candida krusei

Candida krusei representa en general entre 1,5 al 4% de los aislamientos de Candida de
hemocultivos, aunque la frecuencia de aislamiento puede ser menor cuando se
consideran poblaciones pediatricas (7, 10, 27,35), aunque puede aumentar en
instituciones donde se utiliza FCZ como profilaxis (40). En este estudio, esta especie
representé el 1,44 % del total de los aislamientos, aunque no fue aislada en muestras de
sangre. Existen escasos reportes de esta levadura en otros sitios anatomicos; tambien se
la ha encontrado en muestras de cateteres venoso central y en orinas de pacientes

internados (26, 98, 110,121).

Existen algunos estudios que sugieren que la utilizacién de FCZ puede contribuir a la
seleccién de esta especie; y tambien hay registros de colonizacién e infeccién entre
pacientes internados con neoplasias hematoldgicas sin previa utilizacion de esta droga, lo
cual supondria que la seleccion se realiza de biota endogena del paciente (32,117). Entre
las cepas evaluadas en este estudio, aquella obtenida de BAL fue aislada de un paciente
pediatrico internado en unidades de cuidados intensivos, VIH positivo, que en el momento

del aislamiento recibia terapia con FCZ.
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El perfil de susceptibilidad antifingica observado entre las levaduras de C. krusei
estudiadas mostrd en dos de los casos resistencia tambien a otras drogas azolicas como
ITZ y KTZ en uno de las cepas y KTZ en otras dos, con valores de CIM >1 ug/ml para
cada droga. Esta menor sensibilidad observada frente a otros azoles en esta especie ha
sido previamente observada por nuestro grupo de trabajo (10), en el caso de un
aislamiento de C. krusei de un hemocultivo de un paciente pediatrico que presento
resistencia al ITZ. Sin embarzo, la resistencia cruzada frente a los azoles para esta
especie no esta documentada, Yy la resistencia a lod demés azoles es consecuencia de un

mecanismo de resistencia diferente (123,124).

Algunos autores sefialan a esta especie como un patdgeno multirresistente con
resistencia intrinseca al FCZ, a la AMB (CIM < 1 ug/ml para 8,0 % de aislamientos) y a la
flucitosina (4,0% S)(32,118). Sin embargo este perfil de resistencia no se extiende a los
nuevos triazoles ni a las equinocandinas. En nuestro estudio los aislamientos fueron
sensibles frente al voriconazol, y considerando los puntos de cortes epidemiologicos de
AMB propuestos por el manual M60 del CLSI, son cepas salvajes, es decir que no

evidencian de mecanismos de resistencia frente a la AMB (CIM < 2 pg/ml).
Candida rugosa, C. kefyr , C. famata.

Son especies pocos frecuentes, pero que han sido informadas en estudios previos
(40,120). Si bien algunas de estas especies han sido designadas como especies
"emergentes”, su incremento podria simplemente representar mejores metodos utilizados

en los ultimos afios en la identificacion a nivel de especie.

Se han descrito fungemias por C. rugosa en enfermos inmunosuprimidos, asociada a la
utilizacion de catéter, y colonizaciones de heridas asociadas al uso de nistatina topica en
una unidad de quemados (39). Ha sido documentada por causar brotes nosocomiales de
fungemia y por su baja sensibilidad a los azoles y las equinocandinas (40,120). Se
encontré que C. rugosa es mas comun en candidiasis invasivas en América Latina en

comparacion con otras regiones del mundo (120). En este trabajo fue aislada en una
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muestra de hemocultivo de un paciente neonato, y se mostré sensible a todos los

antifungicos probados, excepto frente al FCZ donde se obtuvo un valor de CIM elevado.

C. kefyr es un patégeno que en raras ocasiones produce enfermedad (26, 35,126), pero
gue tambien ha sido informada en pacientes pediatricos (11,27). Un estudio realizado
sobre 23 instituciones medicas en América del Norte entre 2003 y 2008, encontré que C.
kefyr fue el agente causal de candidiasis invasiva en 11 casos de 5.526 candidiasis
(0,2%) (122). En un hospital de Francia, el 17% de los pacientes neutropénicos con
leucemia aguda estaban colonizados con C. kefyr (123). En este estudio se aislo de la
orina de un paciente pediatrico. En nuestra region ha sido previamente informada
colonizando cateteres (11) y en otro estudio multicéntrico realizado en Argentina se
comunic6é como agente causal de candidemia en un paciente que murié sin negativizar

cultivos (35).

Candida famata en raras ocasiones produce candidiasis invasivas y se ha demostrado
gue exhibe baja sensibilidad a las equinocandinas y azoles, principamente en un
contexto de exposicion antifungica previa (40). Es una especie muy dificil de identificar, si
no se cuentan con métodos comerciales, moleculares o de espectrometria de masa,
debido a que comparte caracteristicas fenotipicas similares a C. guilliermondii y C. auris.
En este estudio, su identificacion se llevo a cabo empleando metodos comerciales de
identificacion definitva (API ID 32C), pero actualmente debido a el alerta por emergencia
epidemioldgica establecida por el CDC para C. auris, su identificacion solo puede

realizarse por metodos moleculares o espectrometria de masas.

La cepa de C. famata aislada en este trabajo se obtuvo del hemocultivo de un paciente
neonato, en asociacion con una C. parapsilosis. Lo interesante de este hallazgo fue que
C. famata exibi6 una CIM al FCZ de 32 ug/ml mientras que el aislamiento de C.
parapsilosis fue sensible. Por esta razén, es importante aislar, identificar y realizar

estudios de sensibilidad a las levaduras obtenidas en muestras clinicas.
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Otros géneros

Rhodotorula sp.

Las especies de Rhodotorula son bacidiomicetes ambientales comunes, que pueden
encontrarse en el suelo, agua de mar y lagos, jugo de fruta y leche, y han sido aisladas
de diferentes superficies domesticas como ser cortinas de bafio, superficies y cepillos de
dientes (1,124). El género contiene 46 especies de las cuales tres han sido descritas
como patdgenos poco frecuentes en humanos: R. mucilaginosa (también conocido como
R. rubra), R. glutinis y R. minuta. La asociacion de R. mucilaginosa y el ser humano esta
bien documentada; esta levadura ha sido aislada de piel, esputo y tracto digestivo siendo
considerada parte de la microbiota humana normal. Esta misma especie es la principal
causante de infecciones por este género, seguidas por R. glutinis (1). En este trabajo,
con las técnicas empleadas, solo se logré identificacién de género. Algo similar ocurre
con otras publicaciones, donde en su mayoria los casos publicados no presentan la
identificacion de especies, debido a que normalmente las técnicas moleculares

requeridas no estan disponibles en el laboratorio de rutina (11,35).

Las infecciones fuangicas oportunistas debidas al género Rhodotorula han sido
informadas en pacientes con factores predisponentes como el uso de catéter venoso
central y enfermedad hematoldgica subyacente. También se han reportado fungemias
por Rhodotorula, peritonitis, endocarditis 0 meningitis en otros grupos de pacientes
vulnerables, entre ellos pacientes con SIDA, quemaduras extensas, didlisis peritoneal
ambulatoria continua, cirrosis, pacientes con cirugia intra abdominal, drogadictos por via
intravenosa y pacientes en UCI en estado critico (124-128). En nuestro caso los dos
aislamientos de Rhodotorula se obtuvieron del mismo paciente, oncolégico, con catéter
venoso central, es decir con los factores de riesgo informadas para este género. Los
mismos se obtuvieron en dos oportunidades distintas, mientras el paciente realizaba
terapia con FCZ, manifestando resistencia in vivo de esta levadura frente a esta droga.

La falta de respuesta terapéutica se confirmé in vitro porque ambos aislamientos
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exhibieron valores de CIM elevados frente a las drogas azolicas. Existen reportes
anteriores de infecciones por estas levaduras, durante el tratamiento con fluconazol o

equinocandinas (127-130).

Ambos aislamientos presentaron valores de CIM frente a la AMB relativamente bajas. En
general, las especies de Rhodotorula son consideradas intrinsecamente resistentes a los
azoles y equinocandinas, pero susceptibles a la AMB Yy flucitosina. La mayor parte de los

casos publicados fueron tratados con éxito con AMB (1,124).

Trichosporon sp.

Las especies de Trichosporon se distribuyen ampliamente en el medio ambiente y se
encuentran formando parte de la biota normal de la piel, particularmente en las areas
peri-genitales, y ocasionalmente como biota del aparato digestivo y vias aéreas

superiores (21,38).

Este género debido a la incorporacion de la biologia molecular, ha sufrido una importante
reclasificacién taxonémica, y hoy se describen 37 especies que pertenecen al menos a
cinco clados filogenéticos. Sin embargo, sélo 16 se han asociado con infecciones en
humanos (38). Algunas especies se asocian con infecciones invasoras, principalmente

Tr. asahii, Tr. mucoides, Tr. asteroides.

La gran mayoria de los casos publicados en la bibliografia son causados por Tr. asahii
(74%) (1,38). En este trabajo, las dos especies aisladas fueron Tr. asahii y T. mucoides.
Sin embargo, una parte significativa de la literatura existente no proporciona una
identificacidn correcta o Unica y por lo tanto, los datos genuinos acerca de la distribucién

de especies son limitados.

El género Trichosporon es responsable de infecciones superficiales como la piedra
blanca a infecciones sistémicas como neumonia por hipersensibilidad, particularmente en
regiones de climas célidos y humedos. En pacientes inmunocomprometidos, se han

informado: fungemias, endocarditis, peritonitis y meningitis (1, 21,38). Entre los factores
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de riesgo mas comunes para las infecciones invasivas por estos hongos se encuentran,
enfermedades hematoldgicas malignas con neutropenia prolongadas o con disfuncién de
los neutréfilos como la enfermedad granulomatosa crénica. Ademas se relacion6 con
micosis asociadas al uso de dispositivos como catéteres venosos centrales, catéteres
vesicales y catéter peritoneal. La capacidad de estos microorganismos de adherirse a
dispositivos implantados y formar biopeliculas favorece el desarrollo de las
tricosporonosis invasiva, facilitando la ineficacia de los farmacos antifingicos
suministrados y respuestas inmunes del huésped. Las largas permanencias en UCI, los
pacientes en didlisis peritoneal y la quimioterapia también favorecen el desarrollo de
enfermedad. En este estudio el 50% de los casos de asilamientos de Trichosporon sp.
fueron fungemias. La afeccion renal también es frecuente y generalmente puede estar
asociadas a hematuria y presencia de levaduras en orina. En nuestro estudio, el 50 % de

los Tr. asahii fueron aislados de muestras de orina.

Cuatro de Tr. asahii aislados fueron obtenidos de distintos pacientes de una sala de
terapia intensiva, en un periodo de tres meses (2 de orina, 1 de hemocultivo, 1 de
catéter) y en todos los casos estuvieron asociados a otras levaduras (C. parapsilosis
mayoritariamente, excepto en el caso del catéter con C. tropicalis). Si bien podria
pensarse a estos episodios como un brote, los aislamientos presentaron diferencias en
su sensibilidad antifungica frente a la AMB. Para estos casos se precisan estudios
moleculares especificos que permitan establecer si existe relacién clonal entre las cepas,
asi como la informacion acerca de si los pacientes estuvieron 0 no con terapia antifiingica
durante la internacion, lo cual podria explicar las diferencias en la sensibilidad frente a la

AMB.

La mayoria de los estudios que examinan perfiles de sensibilidad antifingica de las
diferentes especies dentro del género Trichosporon, han sugerido que Tr. asahii se
presenta con mayor frecuencia resistente a la AMB, pero es mas sensible a los triazoles

gue las demas especies de Trichosporon (38). Esto se observo también en los Tr. asahii
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aqui estudiados, que en general presentaron valores bajos de CIM frente a los azoles y

mas elevados para AMB (Ver tabla 7).

Similar a Tr. asahii, Trichosporon mucoides puede producir infecciones benignas
superficiales, pero este hongo puede comportarse como oportunista, causando
infecciones invasivas en pacientes inmunocomprometidos como ser como pacientes con
cancer, trasplante de 6rganos, uso catéteres vasculares y urinarios, y con terapia
antibiotica de amplio espectro (38,131). En nuestros estudios estas levaduras fueron
aisladas de dos pacientes, uno de ellos en dialisis peritoneal y el otro en dos
hemocultivos en distintas ocasiones. Estas cepas mostraron CIM bajas frente a todos los
antifungicos, con valores menores frente a la AMB que los observados para Tr. asahii,
similar a lo descripto por Colombo y col. en una revision realizada para de este género

(38).

Cryptococcus sp.

La meningitis criptocdcica por las especies de los complejos Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii es la causa mas comun de infeccién flngica del sistema nervioso
central en el mundo de hoy, principalmente en pacientes inmunocomprometidos, aunque
también causan enfermedad en huéspedes aparentemente normales. En este estudio, se
obtuvieron una cepa de Cr. neoformans y otra de Cr. gatti de muestras de hemocultivos.
A pesar de que estas levaduras se aislan de manera mas frecuente de LCR, su
aislamiento en hemocultivos se observa con menor frecuencia, principalmente en
pacientes con meningitis. Lamentablemente, pocos datos se conocen de ambos
pacientes de este estudio con estos aislamientos, sin poder establecer si la levadura fue

también aislada de LCR y no fue derivada, o bien si estos pacientes eran VIH positivos.

Candidemias
La candidemia, definida como la presencia de levaduras de Candida en la sangre, es la

causa principal de infecciones fungicas invasoras en nifios hospitalizados, y después de
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las bacteriemias causadas por Staphylococcus coagulasa negativos, Staphylococcus
aureus y/o enterococos, es la tercera o cuarta causa mas comun de infeccion del torrente
circulatorio en el mundo (54). En este estudio, los aislamientos de levaduras de

hemocultivos representaron el 30 % del total de las muestras.

El aislamiento de una levadura en sangre nunca debe interpretarse como un
contaminante, debe incitar la basqueda de la fuente y demanda resolverse rapidamente
debido a que esta infeccién tiene elevada tasa de mortalidad, principalmente entre
pacientes pediatricos. La candidemia se asocia con hasta un 47% de mortalidad
atribuible y esto es ain mayor entre las personas con shock séptico. Varios autores han
demostrado que la mortalidad esta estrechamente relacionada con el momento de inicio
de la terapia y / o el control de la fuente (132—-134). Un andlisis reciente de 319 episodios
de candidemias en 262 nifios tratados en centro médico de Taiwan durante un periodo
de 13 afios, mostré una mortalidad acumulada de 13,4% al 7° y de 25,2 % a los 30 dias
después del primer episodio de candidemia. En nuestro pais, la mortalidad de pacientes
con candidemia se reporta entre un 20-30% (35,135). Aunque no existen suficientes
datos especificos de pacientes pediatricos, estos valores de mortalidad atribuida a las
candidemias, enfatizan la necesidad urgente de detectar, diagnosticar e instaurar

tratamiento a las infecciones del torrente circulatorio en estos pacientes de riesgo.

Por otro lado, existe una relacion estadisticamente significativa ya probada entre la
candidemia pediatrica relacionada con mayores costos de hospitalizacién y prolongacion
de la permanencia hospitalaria (78, 79). Desde el torrente sanguineo, el hongo tiene la
capacidad de invadir casi todos los sitios y 6rganos del cuerpo, lo que provoca una
infeccion sistémica de elevada mortalidad. En el presente estudio, en ocho de los
pacientes neonatos y en 3 tres de los pacientes pediatricos, la levadura fue aislada en el
hemocultivo conjunto con otro sitio anatémico, y confirman la infeccion sistémica en los

pacientes.
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Hay pocos informes que reflejen la incidencia real de las candidemias en nuestro pais y
aun son mas escasos los realizados en nifios. Mas del 90% de las candidemias en
pacientes hospitalizados, son producidas por las siguiente cinco especies: C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis C. glabrata, y C. krusei (134). En este estudio, C. parapsilosis
complex fue la especie mas comuln entre pacientes pediatricos (38,4%), seguida por C.

tropicalis (25,2%) y C. albicans complex (24,2%).

En los ultimos afios, la frecuencia de candidemias debidas al complejo C. parapsilosis se
ha incrementado, sobretodo en América Latina, ocupando el segundo lugar entre las
especies encontradas-después de C. albicans, incluso en algunos centros se reconoce
como la especie mas frecuente (7, 16,48), similar a los observado en este estudio. En la
investigacion realizada por Santos y col. donde se estudiaron 49 episodios de
candidemias, C. parapsilosis fue la especie mas frecuente aislada (32,6 %), mas adn
entre pacientes neonatos, similar a lo observado en este trabajo (24). El porcentaje de
especies no C. albicans se eleva cuando analizamos la poblacion de pacientes neonatos,
y la especie mas predominante fue C. parapsilosis (59,1 % de los aislamientos. En un
estudio anterior de nuestra regidn en pacientes neonatos realizado por nuestro equipo de

trabajo, el porcentaje obtenido de especies no C. albicans result6é superior al 60% (73).

Sin embargo, otras investigaciones aun reportan a C. albicans como la especie mas
frecuente. En el trabajo realizado por Coérdoba y col. sobre 467 levaduras de
hemocultivos, el 43,5% de las especies aisladas en pacientes pediatricos fueron C.
albicans, seguida por C. parapsilosis y C. tropicalis (35). Otro estudio multicéntrico de
candidemias realizado en cinco hospitales de cuatro paises de América Latina que
incluyé cepas Argentinas, reportaron a C. albicans como el agente etiolégico mas
frecuentemente aislado, aunque las especies no C. albicans alcanzaron alrededor del

60% de todos los aislamientos (25).

La elevada frecuencia de aislamientos de especies del complejo C. parapsilosis como

agentes causales principales de candidemia en este trabajo, debe ser considerada como
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un signo importante de alarma, debido a que esta levadura es indicativa de trasmision
horizontal, y sugiere insuficiencias en los procedimientos médicos y de control de

infecciones intra hospitalarias (74, 76,136—138).

La ocurrencia de C. tropicalis como agente etiolégico importante de candidemia en
paises del hemisferio norte y de Latinoamérica ha sido informada en varias publicaciones
(25,144-146). Rodero y col. identificaron a C. tropicalis como la segunda especie en
frecuencia de aislamientos relacionados con episodios de candidemia, durante un estudio
multicéntrico realizado con la participacion de 12 centros médicos ubicados en la

Argentina (135).

La resolucion clinica de la candidemia parece estar relacionada con la especie de
Candida responsable. Segun los datos de 2.019 pacientes de todas las edades con
candidemia probada de 23 centros de América del Norte, la tasa bruta de mortalidad a
las 12 semanas de internacion fue de 35,2% (76). Los pacientes con candidiasis por C.
parapsilosis tuvieron la tasa de mortalidad mas baja (23,7%) en comparacion con
pacientes infectados con otras especies. Los pacientes con candidiasis por C. krusei
tuvieron la mayor mortalidad bruta (52,9%). Estos datos se han confirmado en una ultima
actualizacion, donde se revela que la mortalidad a los 90 dias de la candidemia por C.
krusei fue 16,4% mayor que la de C. parapsilosis (90). Estos datos sugieren que
identificar y resolver una candidemia es importante para disminuir la tasa de mortalidad

entre los pacientes.

Infecciones asociadas a catéteres

Los microorganismos que producen con mas frecuencia infecciones asociadas a catéter
son aquellos cuyo habitat es la piel. En unidades de terapia intensiva, el origen mas
comun de la candidemia es probablemente los catéteres intravasculares colonizados por
la microbiota de la propia piel del paciente o de la piel de las manos de los profesionales
de la salud. Entre estos microorganismos podemos encontrar diferentes especies del

género Candida (142).
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Las candidemias relacionada al catéter se presentan en pacientes que tienen un catéter
venoso central colocado durante un tiempo prolongado, y donde se presume que el
mismo es la fuente de infeccion. En este estudio, el 29,6% de los casos de los
aislamientos en los catéteres se acompafié de hemocultivo positivo, considerandose
entonces el episodio de fungemia asociado al catéter. En estos casos, el diagnéstico es
muy importante, porque implica la necesidad de la extraccion rapida del catéter venoso

central (70,143).

En este estudio, el complejo de C. parapsilosis fue predominante (41,9%), seguido por C.
albicans y C. tropicalis. Existen escasos estudios en Latinoamérica que reportan acerca
de las especies de levaduras aisladas de catéteres (10,23). Algunos realizados en
Argentina revelan, como especies mas frecuentes, a C. albicans (23) en algunos casos y
C. parapsilosis en otros (10). ElI complejo C. parapsilosis también fue la especie mas
frecuente en las candidemias asociada a catéteres en este estudio. Esta especie tiene
gran capacidad de producir biofilm y es la especie con mayor frecuencia de portacién en
las manos del personal sanitario (23). Es imprescindible entonces reforzar las medidas de
control y prevencion frente a infecciones por esta especie, como ser la técnica de lavado

de manos y el cuidado en el manejo de catéteres.

En algunos casos lo hemocultivos fueron negativos, considerandose en este caso que el
aislamiento de la levadura del dispositivo correspondia a una colonizacién del mismo
(143). Es frecuente en pacientes criticos recibir un cultivo positivo para Candida spp. en
punta de catéter sin candidemia concomitante. Este hecho genera siempre dudas sobre
la actitud terapéutica a seguir, especialmente si el paciente esta febril, no hay un foco
definido y no responde a antibioterapia de amplio espectro. A pesar de que en estos
casos, en estos nosocomios, la remocion del catéter también esta indicada, la distinciéon
es fundamental para el manejo del paciente. La conducta terapéutica determinada en
estas instituciones establece que las colonizaciones requieren tratamiento, pero en las

infecciones asociadas al catéter, el tratamiento antifingico debe ser més prolongado.
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Orina

La presencia de candiduria en pacientes hospitalizados es un hallazgo frecuente de gran
relevancia clinica, con particular importancia en aquellos pacientes de UCI y en los
pacientes sondados. Sin embargo, el valor de la recuperacion de levaduras en orina es
controvertido y no hay consenso acerca de qué parametros son los adecuados para
diferenciar entre contaminacién, colonizacion e infeccién urinaria. El aislamiento
levaduras en la orina de pacientes sondados representa la mayor parte de las veces
contaminacién del dispositivo, puede corresponder a una colonizacion y solo en raras
oportunidades, infeccion. La candiduria se asocia a una mayor mortalidad entre estos
pacientes, lo que determina la relevancia clinica de su detecciéon (144). En nuestro
estudio, los aislamientos de levaduras en orinas fueron los mas frecuentes (en 144 de

416 muestras), principalmente entre pacientes neonatos.

Numerosos autores confirman que el uso de catéteres urinarios es un factor de riesgo
gue contribuye al crecimiento de levaduras en orina y por consiguiente al desarrollo de
funguria en pacientes internados (91). Una tesis realizada acerca candidurias realizada
de un hospital de Formosa, Argentina, demostré que el 37% de casos de las mismas
estaban asociados al uso de sonda vesical (93,145). Otro estudio realizado por Passo y
col., revelé que el 92,6% de los pacientes que habian desarrollado candiduria tenian
catéteres urinarios permanentes (146). La recepcion de solo la levadura aislada a nuestro
laboratorio, y la escasez de los antecedentes enviados de los pacientes, dificultan
disponer de datos como los relacionados a si el paciente se encontraba con sonda
permanente o no, haciendo imposible determinar la relacién entre el uso de sonda y la
presencia de levaduras en orina. Solo podemos referir que las levaduras procesadas en
este trabajo son representativas de las muestras de orinas evaluadas, en cuyo caso
fueron enviadas a nuestro departamento para su identificacion y estudio de sensibilidad,
pero nos limita para definir si se refiere a un caso de contaminacién, colonizacién e

infeccién urinaria.
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La relacion entre candiduria y funguemia ya ha sido previamente confirmada, la
presencia de levadura en la orina puede ser un signo de una infeccién diseminada (91).
En el recién nacido en estado critico, la candiduria a menudo refleja candidiasis
diseminada y puede ser acompafiada de obstruccién de la via urinaria por la formacién
de bolas fungicas a nivel de la pelvis renal. En 7 pacientes neonatos, la misma levadura
hallada en orina se encontré en sangre (ver tabla 4), aunque se precisarian estudios de
biologia molecular para relacionar los aislamientos genéticamente y establecer el mismo

origen clonal.

La especie de Candida aislada con més frecuencia ha sido, clasicamente, C. albicans;
sin embargo, en diversos trabajos se ha documentado el aumento en la incidencia de
otras especies de este género (91, 93,147). En un estudio multicéntrico realizado por
Kauffman y col. (105), donde se estudiaron candidurias de 861 pacientes, C. albicans
ocup6 el primer lugar con 51,8%, seguido por un 15,6%, 8%, 4% y 1% de aislados
correspondientes a C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei respectivamente.
Pero en otros casos, C. tropicalis ha sido la especie mas comun, mientras que en otros
C. glabrata ha sido la especie dominante. En este estudio, C. albicans fue la especie mas
frecuente en ambas poblaciones analizadas, aunque las levaduras no - C. albicans
representaron mas del 50 % de los aislamientos. Este porcentaje de especies no C.
albicans se observan en estudios similares realizados en nuestro pais. En una
investigacion de tesis realizada en la ciudad de Tucuman entre pacientes pediatricos, C.
albicans constituyé aproximadamente el 40% de los aislados, pero las levaduras no - C.
albicans representaron el 58,7% del total de las levaduras (93). En otro estudio realizado
en la Ciudad autbnoma de Buenos Aires por Cornistein y col., el 67,2% de las especies
halladas fueron C. no -albicans (C. tropicalis, 34,4%, C. glabrata 11,5%, C. parapsilosis
1,6%, C. krusei 0,8%, entre otras)(104). Datos similares fueron obtenidos en otro trabajo
realizado por Maldonado y col. en un multicéntrico de 14 hospitales de Buenos Aires,

donde C. albicans, seguida por C. tropicalis fueron las especies mas frecuentes (145).
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La diferencia que podemos observar en este trabajo con relacién a los demas realizados
en nuestro pais se observa en la frecuencia entre las especies no- C. albicans. La
segunda especie en frecuencia fue C. parapsilosis, principalmente entre pacientes
neonatos (30,4% neonatos vs 13,8% en pediatricos). A pesar de que esta especie es
también informada en muestras de orina, su frecuencia indicada por otros autores es
significativamente menor a la obtenida en este trabajo, entre un 1 a 4 % (93, 103,
105,145,146). Esta especie se encuentra con mayor frecuencia en la orina de los recién
nacidos y generalmente se asocia con infeccion sistémica en este grupo de pacientes
(92); por lo tanto es comun en estudios realizado solo en pacientes neonatos (148). Un
estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion sobre distribucion de
especies aisladas de pacientes neonatos, también mostré frecuencias elevadas de C.
parapsilosis en orina, aunque menor a la encontrada en este trabajo, 28% de 5/23
muestras (73). Como se ha dicho anteriormente, las cepas de esta especie tienen
marcada afinidad por los materiales sintéticos, forman parte de biota comensal de piel y
son responsables de diseminaciones intrahospitalarias relacionadas con la
contaminacién y el mal manejo de los catéteres. El estudio realizado por Alvarez,
demostré que C. parapsilosis fue la especie mas frecuente aislada como contaminante
en las muestras de orina, lo cual se corrigié con el retiro de la sonda vesical y toma de
nueva muestra de cultivo (93). Es importante entonces remarcar la importancia de
respetar las condiciones de la toma de muestras, al mismo tiempo de aplicar las medidas
de control de las infecciones hospitalarias, a fin de prevenir contaminacion de material,

posterior colonizacion y posible infeccién por microorganismos como C. parapsilosis.

La tercera levadura en frecuencia fue C. tropicalis, 26,5 % en pediatricos y 13,9% en
neonatos. Esta especies es reconocida como patégeno importante responsable de
infecciones urinarias (52). Se aisla en elevada frecuencia en casos de candidurias,
siendo la segunda especie informada en frecuencia en algunos casos (73, 93,149) y en

tercer lugar en otros (104,105).
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De acuerdo a los resultados y teniendo en cuenta que el tratamiento efectivo de una
candiduria se realiza con FCZ y/o AMB (49,105), es importante el hallazgo que mas del
50% de las levaduras del complejo C. glabrata y la mitad de las levaduras de C. krusei
del total obtenidas en este estudio debido a que C. krusei presenta resistencia intrinseca
y C. glabrata baja sensibilidad al FCZ. Por otro lado, la mayor cantidad de especies
resistentes al FCZ, 4 C. parapsilosis y 1 C. albicans, fueron observadas en los aislados
obtenidos de muestras de orina. Similar es el caso de los 4 aislamientos de los Tr. asahii
en muestras de orina. En estos 4 casos, estas levaduras mostraron altos valores de CIM
frente a FCZ y/o AMB (ver tabla). Estos hallazgos limitan la disponibilidad de antifingicos
para tratar a estos pacientes, y remarcan la necesidad de realizar estudios de

sensibilidad antifingica a los aislados.

Las infecciones polimicrobianas, no solo con bacterias sino también con varias especies
de levaduras, ocurren en el 5% -10% de las infecciones urinarias por Candida (92). En
nuestro estudio en 7 de las 144 muestras de orina se aislaron asociaciones de dos
especies de levaduras. C. parapsilosis fue el patdbgeno mas frecuente, en combinacion
con C. krusei (2), C. tropicalis (2) y T. asahii (2), asi como C. glabrata asociada C.
albicans (3). La importancia de identificar estas asociaciones radica en que, en la
mayoria de estos casos, uno de los dos microorganismos fue resistente al FCZ, droga de

primera linea para el tratamiento en candidurias.

Levaduras aisladas de materia fecal en pacientes neonatos

La colonizacion del tracto gastrointestinal se ha establecido como un riesgo importante
para el desarrollo posterior de la infeccion diseminada entre neonatos de unidades de
cuidados intensivos (43). Saiman y col. evaluaron infantes de 6 terapias intensivas
neonatales y encontraron tasas de colonizacion que oscilaron entre el 18 y el 26% (37).
Las especies prevalentes fueron C. albicans seguida de C. parapsilosis, igual que lo se

ha demostrado en especies prevalentes en la enfermedad invasiva (37). En nuestro
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estudio, ambas especies fueron aisladas como especies predominantes, aunque C.
parapsilosis fue la mas frecuente (42,8%). Resultados similares se encontraron en un
trabajo realiza por Caballero-Trejo y col. donde evaluaron colonizacion de distintos sitios
anatémicos en neonatos internados y encontraron C. parapsilosis como la especie méas

frecuente, y en segundo lugar C. albicans, (64 % y 28,2 % respectivamente)(41).

En otro estudio se encontré que el 40% de los casos de candidiasis invasoras, en cuyos
casos también se disponia de cultivos de materia fecal, las levaduras de Candida
pertenecian al mismo origen clonal en ambos sitios de aislamiento (150). En las 49
muestras de materia fecal estudiadas en los neonatos de este estudio, las mismas
especies de levaduras fueron aisladas de otros sitios anatémicos (ver Tabla 4). Si bien se
necesitan estudios mas especificos para determinar si en estos casos estas levaduras
comparten el mismo origen clonal, podria pensarse la colonizacién intestinal como puerta
de entrada para estos microorganismos. Las levaduras de Candida alcanzan el espacio
intravascular por translocacién a través del epitelio intestinal. En patologias del tubo
gastrointestinal como la enterocolitis necrotizante u otras anomalias intestinales
congénitas, confiere un riesgo adicional para la enfermedad invasora en neonatos
colonizados debido a que estd comprometida la integridad de la mucosa (39,151,152).
Esta evidencia de adquisicion endbégena en infecciones en paciente de alto riesgo como
los neonatos, aconseja la realizacion de cultivos de vigilancia para evidenciar la
colonizacién, asi como en ciertos casos sugiere la instauracién de profilaxis antifingica

en casos de pacientes de alto riesgo.

Sensibilidad antifangica

A pesar que las guias de tratamiento internacionales, como las propuesta por la
Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) y por la Sociedad Europea de
Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas, recomiendan el uso de la

equinocandinas como primer linea de tratamiento en infecciones fungicas invasoras en
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neonatos y pacientes pediatricos, estas drogas no estan disponibles en los centros de
salud de nuestra region, razon por la cual se limitan las opciones terapéuticas disponibles
para nuestros pacientes. Estas mismas guias también recomiendan FCZ o VCZ como
terapia en pacientes con infecciones por microorganismos sensibles a FCZ (por ejemplo,
C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis), o VCZ para el caso de C. krusei. Voriconazol
también es una droga que por su alto costo econémico, salvo excepciones, tampoco esta

disponible en nuestras instituciones (49,58).

Otra recomendacion es uso de la AMB en solvente lipidicos, y desaconsejan la utilizacion
de la AMB desoxicolato debido a la cantidad de contraindicaciones con evidencia
cientifica documentada para la misma. Salvo excepciones que implican largos tramites
administrativos por parte del personal médico de nuestras instituciones y/o grandes
sumas de dinero a nuestros pacientes, la AMB asociada a lipidos tampoco esta
disponible en estos nosocomios. Estas limitaciones, nos obliga a realizar identificacion
correcta del agente causal y estudiar su perfil de sensibilidad antifungica a fin de

instaurar el tratamiento adecuado para la especie implicada.

Existen diferencias entre nifios y adultos en relacion con las infecciones fungicas
invasoras. Estas diferencias incluyen factores predisponentes, tipos de microorganismos
y sitios de infeccion. Debemos considerar sumado a estos factores que las diferencias
farmacocinéticas significativas entre pacientes pediatricos y adultos frente a la mayoria
de los agentes antifungicos. Por lo tanto, existe la necesidad de obtener datos

especificos en pediatria que sean utiles para guiar la terapia antifingica en nifios.

La mayoria de las levaduras evaluadas en este trabajo y principalmente los aislamientos
de las especies mas frecuentes, C. parapsilosis, C. albicans y C. tropicalis, fueron
sensibles a los agentes antifingicos estudiados coincidiendo con lo que se observa en
investigaciones similares (7, 19, 35,40). Sin embargo, el 8,41 % del total de las cepas
resultd tener sensibilidad disminuida a alguno de los antifingicos probados, o bien

valores de con CIM superiores al punto de corte epidemiolégico. A pesar de que la
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resistencia fue baja entre las especies mas comunes, el porcentaje de resistencia
obtenido estuvo mas en relacion a las especies menos frecuentes pero reconocidas por
tener menor sensibilidad, como ser la resistencia intrinseca al FCZ como en el caso de C.

krusei o adquirida como C. glabrata y C. lusitaniae.

La terapia previa con FCZ es un factor de riesgo para la infeccion con un organismo
resistente a esta droga (144). La baja incidencia de infecciones por especies de Candida
resistentes a azoles puede estar relacionada con el uso limitado de FCZ en nuestros
hospitales. Sin embargo, teniendo en cuenta que es escasa la informacién previa acerca
de la sensibilidad antifungica de las levaduras aisladas y de los tratamientos aplicados en
estos nosocomios, esta hipotesis deberia ser confirmada. Se detectaron cepas con
sensibilidad disminuida al FCZ como C. glabrata, cepas de C. parapsilosis (6 en

pacientes pediatricos y 4 en neonatos) y en un aislamiento de C albicans.

También se observé sensibilidad disminuida a la AMB en 2 aislamientos de C. lusitaniae
y otras con CIM elevadas frente a estas drogas como los Trichosporon sp. Aunque los
resultados del presente estudio no tienen en cuenta datos farmacocinéticos/
farmacodinamicos o clinicos, diferentes autores sugieren que se debe usar un VCE de 2
pug/ml para determinar si un aislado clinico de Candida debe considerarse como una cepa
salvaje o0 no con respecto a la sensibilidad frente a la AMB. Fijando este punto de corte,
en diferentes estudios se ha observado que las cepas WT de Candida se asociaron con
una tasa de éxito de entre el 50% al 79% cuando se trataron con AMB (64,153-155). Por
lo tanto, una CIM de AMB superior a 2 pg/ml debe considerarse como claramente inusual
para la gran mayoria de las especies de Candida, y sugiere que el tratamiento con este
antifingico puede no ser eficaz (64). Considerando que ambas drogas son las opciones
terapéuticas disponibles en nuestra region, el andlisis cuidadoso de la tipificacion de los
agentes causales y el estudio de sensibilidad in vitro, resultan de vital importancia para

desarrollar una estrategia terapéutica que resulte eficaz.
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El reconocimiento temprano y el inicio rdpido de un tratamiento efectivo es un requisito
necesario para el manejo exitoso de nifios con infecciones fangicas invasoras. La
creciente diversidad de patdgenos fungicos en pacientes de alto riesgo, las diferencias en
los perfiles de sensibilidad frente a los agentes antifingicos disponibles y los creciente
reportes de resistencia exigen la identificacién del agente infectante a nivel de especie y
el estudio de su sensibilidad antifungica. A pesar de las dificultades para obtener
muestras apropiadas y/o suficientes, las necesidades de incubaciones prolongadas y los
resultados falsos negativos, la microscopia y el cultivo de muestras apropiadas siguen
siendo el estandar de referencia para el diagnostico micolégico. Sin embargo, técnicas
mas especificas sofisticadas y rapidas son necesarias para mejorar el diagndstico
micolégico de nuestros pacientes. Este trabajo constituye un importante aporte al
conocimiento de la epidemiologia de las infecciones causadas por levaduras entre
pacientes pediatricos hospitalizados en nuestra region, en busqueda de mejorar la

calidad de vida de nuestros pacientes.
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CONCLUSIONES



Conclusiones

v Este primer gran estudio de levaduras en pacientes pediatricos de nuestra region,
mostré una elevada incidencia de infecciones en nifios, una distribucion tipica de
especies con C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis representando la mayoria
de los episodios, similar a la observada en otros estudios de Latinoamérica. Sin
embargo, queda en evidencia que en entre pacientes pediatricos en nuestra
region, C. parapsilosis es la especie prevalente y ha desplazado a C. albicans
como especie mas frecuente, siendo la primera aislada de la mayoria de las
muestras procesadas. Considerando la elevada prevalencia del complejo C.
parapsilosis y debido a la gran relacion que guarda con infecciones de tipo
exégeno, son necesarias estrictas medidas preventivas de higiene vy
concientizacién en la importancia del lavado de manos antes y después del

contacto con los pacientes, ademas del cuidado en el manejo de los catéteres.

v La amplia variedad y elevada proporcion de levaduras no C. albicans detectadas
en este trabajo pone énfasis en la necesidad de identificacion de especies como
necesidad de conocer nuestra epidemiologia, ademas que nos permitira definir
acerca de la preferencia de estas especies a nichos especificos entre pacientes
pediatricos. EI monitoreo sistematico de levaduras permite conocer cambios en la
distribucion de especies y detectar cepas resistentes, importante entre pacientes

pediatricos donde las opciones terapéuticas son escasas en nuestra region.

v' Dado que estas especies poco comunes pueden encontrarse como patégenos
oportunistas importantes entre los pacientes pediatricos, resulta fundamental
documentar su comportamiento frente a los agentes antifungicos para definir

manejo terapéutica del paciente probables opciones terapéuticas.

v A pesar de que los métodos convencionales de identificacion de levaduras

permiten obtener una identificacion basica de especies, es necesario incorporar
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metodologia avanzada como ser técnicas moleculares y de espectrometria de
masa que permitan detectar diferencias o relaciones sutiles entre las especies de
un complejo, por ejemplo que nos permita definir relacion clonal para detectar un
brote y poder asi aplicar medidas de control, o bien identificar especies cripticas
dentro de los complejos de los cuales se espera diferencias en la sensibilidad

antifangica.

Finalmente, es importante sefialar que la resistencia a los antifingicos sigue
siendo baja y restringida a unos pocos aislamientos. Es por importante entonces
centrarse en identificar a esas especies menos frecuentes, como C. lusitaniae, C.
famata, Trichosporon sp. debido a que entre estos géneros y especies se ha

observado tasas mas elevadas de resistencia antifungica.
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ANEXO

MEDIOS DE CULTIVO
Agar urea de Christensen

Peptonalg

Cloruro de sodio 5 g

Glucosa5g

Fosfato diacido de potasio 2 g

Urea 20 g

Rojo de fenol 12 mg*

Agua destilada 100 ml

Disolver todos los componentes en los 100 ml de agua destilada y esterilizar por
filtracion.

Disolver 20 gramos de agar en 900 ml de agua destilada y esterilizar a 121°C 15
minutos. Enfriar a 55-60°C el agar y agregarle la primera solucion. Mezclar y distribuir
estérilmente a razén de 3 ml por tubo de 13 x 100 mm con tapa a rosca.

*Se puede preparar 1:500 de Rojo de Fenol y agregar 6 ml (disolver el colorante en
alcohol 50%)

Agar semillas de girasol

Este medio es equivalente al de 4cido caféico o al de semillas de Niger (Staib).
Glucosa 10 g

Creatinina 780 mg

Cloranfenicol 50 mg

Difenilo 100 mg

Extracto de semillas de girasol* 200 ml
Agar 20 g

Agua destilada 1000 ml

Glucosa 10 g

Creatinina 780 mg

Cloranfenicol 50 mg

Difenilo 100 mg

Extracto de semillas de girasol* 200 ml
Agar 20 g

AD c.s.p. 1000 ml



Disolver el agar en 800 ml de agua destilada a BM, una vez fundido agregar el resto de
los componentes y homogeneizar. Autoclavar a 121 °C 15 minutos y distribuir en placas
de Petri a razon de 20 ml.

Extracto de semillas de girasol: Pulverizar 140 gramos de semillas de girasol en mortero
y agregar 350 ml de AD, autoclavar 10 minutos a 121 °C y filtrar a través de gasas.

Agar Leche:
Tween 80 1:1 = 1ml

Agar 2%= 20gr
Agua destilada 100ml|
Esterilizar a 1 atm, enfriar a 50°C y agregar la leche entera estéril.

100 ul de leche en 10 ml del medio.

Medio Saboureaud Glucosado

Glucosa o destroza 20gr
Peptona de Carne 10 gr
Agar-Agar 20gr

Agua destilada 1 litro
Con antibi6tico



