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RESUMEN

RESUMEN

En los dltimos 20 afos se ha observado un aumento progresivo de infecciones invasivas y
sistémicas causadas por hongos, siendo estas infecciones causa importante de morbiletalidad,
principalmente en pacientes hospitalizados e inmunodeprimidos. Las levaduras del género
Candida son los principales agentes asociados a estos cuadros y a ser parte de la microbiota del
hombre son considerados patdgenos oportunistas. En la década de los 90, se ha observado
ademas, un cambio en € patron de los agentes etioldgicos, asociados probablemente al
aparecimiento de especies y seleccion de cepas menos suceptibles a determinadas drogas
antifungicas. Por tal motivo, el diagnostico especifico del agente y la determinacion del perfil de
susceptibilidad “in vitro” trae consecuencias préacticas para el clinico, en la eleccion rgpida y
certera de unamejor conducta terapéutica.

Objetivo: Debido a los escasos antecedentes sobre esta realidad en nuestro medio,
proponemos las especies de levaduras aisladas de infecciones invasoras 0 sistémicas en pacientes
internados en unidades criticas de centros hospitalarios chilenos y determinar el perfil de
sensibilidad “in vitro”, obteniendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a diversos
antifingicos.

Materialesy Métodos: Se estudiaron 50 cepas de cinco especies del genéro Candida aisladas
de infecciones invasoras, las cuales fueron identificadas segin los procedimiento estandares
usados en Micologia Médica. La determinacion del perfil de sensibilidad “in vitro” fué realizada
por € método de microdilucion en caldo segin las normas de NCCLS (1997), frente a
anfotericina B, ketoconazol, itraconazol y fluconazol; considerando la CIM como el 80 % de
inhibicion del crecimiento para azélicosy 100 % de inhibicidn para anfotericina B.

Resultados: Todas las cepas presentaron CIM con valores # de 1ug/ml, clasificando a las
cepas como sensibles. Para ketoconazol hubo un 80% de cepas sensibles con valores # de 0.125
pug/ml, resistencia y sensibilidad dosis dependiente (SDD) se observéo en 2 y 8 cepas
respectivamente. Con itraconazol hubo un 64% de cepas sensibles con valores # de 0.125 ug/ml,
8 cepas se mostraron resistentes y 10 presentaron CIM considerados SDD. Frente a fluconazol
hubo un 74% de sensibilidad con valores # de 16 pg/ml, 7 cepas presentaron resisencia.

Se observé resistencia simultanea frente aitraconazol y afluconazol en un 10% de las cepas,
correspondiendo a3 C. albicans, 1 C. glabratay 1 C. lusitaniae.

Conclusiones: A partir de los resultados obtenidos podemos demostrar que en Chile existen
varias especies de levaduras del género Candida aisladas de infecciones invasoras, siendo C.
albicans |la especie més frecuente (52%), seguida de C. parapsilosis (26%).

Las 50 cepas de levaduras se mostraron sensibles frente a la anfotericina B. Las cepas de C.
albicans, presentaron € rango mas amplio de CIM frente al ketoconazol e traconazol, con
valores de 0.03 a 16 pg/ml, las otras especies de Candida presentaron valores més estrechos. El
rango mayor de CIM, frente a fluconazol lo presentd C. tropicalis con valores de 0.25 a 128

pg/mil.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los hongos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden formar parte de la
microbiota humana. Bajo ciertas circunstancias los hongos pueden ser agentes
etiolégicos de infeccion (VARTIVARIAN,1992). Las infecciones producidas por hongos se
denominan micosis y estas pueden ser superficiales, subcutaneas, profundas vy
sistémicas (KWON- CHUNG & BENNETT, 1992).

La capacidad de producir infecciones depende de la virulencia del agente, tamafio
del indculo y el estado inmunolégico del huésped (KOBAYASHI & MEDOFF, 1994).

En los ultimos afios ha ocurrido un aumento continuo en el numero de infecciones
producidas por hongos. En 1950, el aislamiento de estos agentes en la sangre era
reportado como un suceso raro y la mayoria de las infecciones diseminadas eran
producidas por una cantidad limitada de especies (HAZEN,1960). Factores como la edad
extrema, enfermedad de base, neutropenia, terapia inmunosupresora, terapia
antibacteriana prolongada, procedimientos quirdrgicos invasivos, asi como la seleccion
de cepas mas virulentas de hongos han influido para el gran aumento de infecciones
oportunistas producidas por estos agentes (ODDS,1980; ANAISSIE,1992; FEBRE et al.
1999). Los grandes responsables del aumento de las micosis graves son las levaduras,
principalmente las especies del género Candida, estas se encuentran en el hombre como
microbiota normal del tracto gastrointestinal, incluyendo orofaringe, recto y perineo asi
como en el tracto urinario y genital femenino (DEMBRY et al. 1994). Candida spp. pueden
ser causa de cuadros clinicos que varian de infecciones simples a procesos invasivos
graves, siendo considerados patégenos oportunistas letales (MAZER et al. 1982).

Alvarado Pérez, Daniel 9
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Candida albicans es la especie tipo del género siendo la mas frecuentemente aislada
en los diversos tipos de candidosis (KOIVIKKO et al. 1988). Candidosis intrahospitalaria
aumenté mas de 3 veces en la década de los 80 (RICHARDSON & WARNOCK 1993).
BANERJEE et al. (1991) estudiando infeccidon sanguinea en unidades de terapia intensiva
en 124 hospitales que participaron del programa “National Nosocomial Infection
Surveillance System” (NNISS) entre 1980 a 1989, registraron 25.000 infecciones fungicas
del torrente sanguineo, de las cuales los procesos debido a Candida spp. sufrieron
aumento en hospitales universitarios de pequefio y gran tamafio en 219 y 487%,
respectivamente, y en 370% en hospitales no universitarios de gran tamafio. El
incremento de infecciones por levaduras del género Candida fué mayor que el de S.
aureus, Enterococcus spp. y bacilos aerobios Gram negativos. C. albicans es
responsable del 10 al 15% de las infecciones nosocomiales con aislamiento primario en
hemocultivos (PFALLER & WENZEL, 1992). En este lapso de tiempo, la tasa de infeccion
fungica intrahospitalaria aumenté de 2,0 a 3,8 cada 1.000 pacientes, siendo especies de
Candida los agentes responsables por el 78% del total de infecciones nosocomiales
causadas por hongos (BECK-SAGE & JARVIS, 1993). Candidosis sistémica puede ocurrir
en pacientes con cancer y transplantados de érgano bajo terapia inmunosupresiva
(CLIFT, 1984, QUINTILIANI et al. 1984). La incidencia de fungemia y candidosis
diseminada varia segun el grupo de pacientes. Datos de necropsias realizadas en
pacientes con cancer de diversos centros de Europa, Canada y Japon, demuestran que
infecciones fungicas ocurrieron en 25% del total de pacientes con leucemia, 12% con
linfoma y 5% en casos de tumores soélidos (BODEY et al. 1992). GOODMAN et al. (1992)
verifican que los pacientes sometidos a transplantes de médula 6sea presentan
infecciones fungicas entre 10,4 a 21,2%. La tasa de micosis en pacientes transplantados
varia del 0 al 42%, dependiendo del servicio, 6rgano transplantado y del procedimiento
realizado (PAYA, 1993).

En algunos centros norteamericanos, Candida spp. es el tercer agente mas
frecuentemente aislado de cultivos de sangre en pacientes hospitalizados (SUGAR,
1995). En pacientes neutropénicos la presencia de levaduras en dos o mas sitios de
mucosa, puede predecir enfermedad invasiva en el 60% de los casos (SANFORD et al.
1980). En Chile se realizé recientemente un estudio multicéntrico, en el cual se observé
sélo un 0,66% de infeccion fungica profunda a partir de 450 episodios de neutropenia
febril en nifos con cancer (SANTOLAYA et al. 1997). Infecciones flungicas del tracto
urinario también han aumentado en los ultimos anos, siendo especies de Candida los
agentes mas prevalentes en ambos sexos (WENZEL, 1993), en pacientes sondados e
internados en UTI prevalecen estas infecciones en mujeres (FEBRE et al. 1999).

Ademas de C. albicans, se relata un aumento progresivo de infecciones graves
causadas por diversas levaduras como Trichosporon spp, Rhodotorula spp, Malassezia
spp, Saccharomyces cerevisiae y principalmente diversas especies del género Candida
no - albicans (HAZEN, 1995). Se observa que C.albicans es responsable de
aproximadamente el 50% de infecciones invasivas o sistémicas (KWON-CHUNG &
BENNETT, 1992). Las otras especies que le siguen en prevalencia son C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata y C. krusei (HUNG et al. 1996; NG et al. 1998; RODERO et al.
1999; PFALLER et al. 1999).
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C. tropicalis ha sido consignado como el principal patégeno de micosis diseminada
en pacientes inmunodeprimidos (WINGARD et al. 1991).

Actualmente C.parapsilosis es el segundo agente, después de C. albicans aislado de
candidiasis invasiva en Europa, Canada y Sud América (PFALLER et al. 1998).

La patogenia de Candida spp. depende de factores tales como capacidad de
adhesion, produccidon de pseudohifas, enzimas, potencial de variabilidad antigénica e
hidroficidad (TORRES-RODRIGUEZ & CANCALLER, 1993; SENET & ROBERT, 1995).
Existen tres condiciones de mayor importancia en la virulencia de Candida spp, una es la
capacidad de adherencia a la superficie celular, esto implica el reconocimiento de las
células del huésped a través de moléculas de adhesinas presentes en la superficie la
levadura. Las principales fuerzas responsables de la adherencia serian electrostaticas e
hidrofobicas, siendo reportado en C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis
(TORRES-RODRIGUEZ & CANCELLER, 1993). SUDIM & ROGER, (1982) describen
adherencia de diversas especies de Candida en materiales inertes de interés médico
como plastico, PVC y nylon, a través de proteinas plasmaticas de la pared celular
micoética, denominada biopelicula. El segundo factor, es la actividad enzimatica que ha
sido relacionada principalmente a la produccion de proteinasas y fosfolipasas (SENET &
ROBERT 1995). El tercer factor es el poder de variabilidad cromosdmica y antigénica que
presenta C. albicans en su capacidad de evadir mecanismos de defensa del huésped (
POLAIN et al. 1980),.

Las micosis invasivas son de dificil tratamiento, siendo anfotericina B la droga de
eleccion, dado su amplio espectro y accion fungicida. Sin embargo, este antifungico
presenta varias desventajas, es nefrotoxico, ingresa al Sistema Nervioso Central, afecta
el globo ocular y ademas su costo es muy alto; a pesar de esto la anfotericina B es la
terapia empirica de las micosis invasivas ( REX et al. 1995). Los agentes antimicoticos de
origen azolicos, especialmente ketoconazol, itraconazol y fluconazol son una buena
alternativa en el tratamiento de las fungemias, estos agentes tienen un amplio espectro
de actividad. A diferencia de la anfotericina B que se administra solo por via intravenosa,
los derivados azodlicos se administran por via oral y son menos toxicos, pero solamente
tienen una accion fungostética contra la mayoria de los hongos patégenos ( GRANT &
CLISSOLD, 1989; SUGAR 1995). Las drogas antifungicas estan dirigidas contra alguna
via de la sintesis de membrana de los hongos, actuando en el ergosterol, que es el
analogo del colesterol en las células de los mamiferos. El ergosterol cumple una funcion
fundamental en la fluidez y la integridad de la membrana. Los polienos dentro de los
cuales esta la anfotericina B y nistatina, se intercalan dentro de la membrana fangica
formando un canal por el cual los componentes celulares, especialmente el potasio, se
filtran destruyendo la gradiente de protones dentro de la membrana. Los azoles en
cambio inhiben la biosintesis del ergosterol, ya que actuan contra la enzima lanosterol
desmetilasa ( BODEY, 1992 ; WHITE et al. 1998).

La resistencia “in vitro”, en un aislamiento de levadura, puede definirse como primaria
o secundaria. Un microorganismo que es resistente a una droga previo a la exposicién de
esta, se describe como resistencia primaria o intrinseca. La resistencia secundaria, se
manifiesta en respuesta a la exposiciéon de un antifungico ( WHITE et al. 1998 ).
Posteriormente, se ha observado en pacientes bajo tratamiento con fluconazol, aumento
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de infecciones por C. glabrata y C. krusei, siendo esta ultimaespecie, naturalmente
resistente al triazdlico (WINGARD et al. 1993; REX et al. 1995). VAN ELDERE et al.
(1996) estableci6 que algunas levaduras consideradas patdégenos oportunistas
emergentes presentan Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) elevadas para
determinados antimicéticos.

Varios grupos relatan que cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata y C.
dublinensis tienen elevados CIM frente a fluconazol, ketoconazol e itraconazol (PFALLER
et al. 1998; CEBALLOS et al. 1999; FEBRE et al. 1999).

El creciente surgimiento de levaduras resistentes es un fendbmeno esperado ya que
el tratamiento con antimicéticos es realizado por periodos prolongados (REX et al. 1995).
Este fendmeno se ha observado en cepas de C. albicans de serotipo A, C. glabrata y ,
principalmente C. krusei, aisladas de pacientes con SIDA, (SILVA et al. 1998) y en
levaduras aisladas de infeccién urinaria en pacientes cateterizados e internados en UTI
(FEBRE et al. 1999). Estudios recientes han revelado que el resultado de la clinica y
evolucion de la levadura dependen de su susceptibilidad “in vitro” (BARCHIESI, 1995 (1);
WHITE et al. 1998). El desarrollo de resistencia a los azolicos en cepas de C. albicans ha
sido estudiado mediante técnicas bioquimicas y moleculares. Mediante analisis del DNA
genomico en aislados obtenidos pre- y post-tratamiento con drogas azolicas, registran
que los microorganismos resistentes a estas, surgen por la mutacién de una cepa
previamente sensible, esto indica que se producen cepas de levaduras menos sensibles
que otras, con variados niveles de suceptibilidad a los antifungicos (PFALLER et al. 1994;
BARCHIESI et al. 1995 (2)). WHITE et al. (1997) observaron en un paciente con HIV que
desarrollé 14 episodios de candidiasis oral, tratado con fluconazol en altas dosis, que los
aislamientos correspondian a la misma cepa, de modo que la resistencia al animicético
estaria asociada a pequefios cambios genéticos.

La alteracién en el patrén etiolégico de las micosis trae consecuencias practicas para
la prescripcion de la conducta terapéutica y refuerza a la vez la necesidad de los
laboratorios de dominar metodologias para el aislamiento e identificacion correcta de las
especies de hongos asociadas a cuadros clinicos, por esto que el diagndstico precoz de
infeccién fungica invasora representa un gran desafio (RINALDI, 1991).

Segun PFALLER (1995) la tipificacion molecular ha sido una herramienta valiosisima
para el diagnéstico definitivo de especies. Técnicas como “electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE)”, “reaccion de polimerasa en cadena (PCR)”, y “amplificaciéon de DNA
polimorfico randomizado— (RAPD)”, han auxiliado el desarrollo de estudios
epidemiolégicos en la deteccion de hongos emergentes en infecciones intrahospitalarias,
lo que ha permitido una simple, rapida y sensible discriminacién de cepas previamente
aisladas (DEMBRY et al. 1994).

A raiz de toda la documentacion descrita del fendmeno de resistencia primaria y
adquirida de levaduras frente a antifungicos, asi como la disponibilidad de alternativas
terapéuticas a anfotericina B queda en evidencia la importancia de realizar estudios de
suceptibilidad “in vitro” para auxiliar al clinico en el diagnostico precoz de micosis invasiva
y la definicion del mejor esquema terapéutico. Sin embargo en Chile, pocos centros
identifican las especies de levaduras y ninguno determina rutinariamente el perfil de
sensibilidad de las levaduras aisladas de pacientes criticos. Ademas, no existe un centro
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INTRODUCCION

de referencia nacional que norme o asista las necesidades de vigilancia de resistencia en
estos microorganismos.

Por tal motivo nos proponemos identificar las especies de levaduras y estudiar la
sensibilidad “in vitro” de estos agentes aislados a partir de material clinico representativo
de micosis invasivas o sistémicas provenientes de pacientes pediatricos y adultos
internados en centros hospitalarios de Chile, utilizando la técnica de microdilucion en
caldo, estandarizada por la NCCLS (1997).
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

En Chile los estudios microbioldégicos en levaduras agentes de infeccién invasora o
sistémica son limitados y la frecuencia reportada es inferior a los datos internacionales.
La aplicacién en algunos centros, de métodos de mayor sensibilidad en el aislamiento y
reconocimiento del agente a partir del material clinico, ha contribuido al diagndstico
precoz de estas micosis invasivas. En estudios extranjeros, realizados principalmente en
paises desarrollados, se relata un aumento de aislamiento de levaduras resistentes o que
presentan elevados CIM frente a los distintos antimicoticos En base a los antecedentes
expuestos, pretendemos demostrar la presencia de distintas especies con variados
perfiles de sensibilidad antifungica en las levaduras asociadas a infecciones invasoras o
sistémicas en pacientes internados en unidades criticas de Hospitales Chilenos,
predominando las cepas con rangos considerados sensibles. Sin embargo, esperamos
determinar cepas que presenten CIM elevadas, frente a los azélicos de uso frecuente,
identificando levaduras resistentes en nuestro medio.

Alvarado Pérez, Daniel 15
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

Identificar las especies de levaduras responsables de candidosis invasoras y determinar
el perfil de sensibilidad “in vitro” en levaduras del género Candida aisladas de infecciones
invasivas o sistémicas, a partir de pacientes internados en unidades criticas de centros
hospitalarios chilenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Caracterizar a nivel de especie las levaduras aisladas de infecciones invasivas, segun
método estandarizado.

Establecer la concentracién inhibitoria minima (CIM), CIM_, y CIM 0de anfotericina
B, ketoconazol, itraconazol y fluconazol para las distintas cepas de ?evaduras por el
método de microdilucion en caldo.

Alvarado Pérez, Daniel ‘ 17
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MATERIALES Y METODO

MATERIALES Y METODO

Entre Enero y Junio del 2000 se estudiaron un total de 50 levaduras aisladas de muestras
clinicas representativas de infecciones fungicas invasoras o sistémicas de pacientes
internados en unidades criticas de centros hospitalarios del pais. Los hospitales que
facilitaron las cepas fueron: Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Hospital Roberto
del Rio, Hospital San José - CDT Eloisa Diaz, Hospital Barros Luco Trudeau , y el
Hospital Gustavo Fricke de Vifa del Mar.

Todas las muestras clinicas, como sangre, lavado bronqueoalveolar (LBA), puncion
renal, fistula y catéter entre otras fueron recolectadas previa solicitud del médico tratante,
durante la hospitalizacion del paciente.

El criterio de inclusién de cepas aisladas de LBA, (por ser un lugar no estéril), se
considero en base de los siguientes aspectos:

Clinicos: Cuadro pulmonar sugestivo de infeccion.

Microbiologicos: Aislamiento de levaduras sobre 105 UFC/ml , sin la presencia de
otro microorganismo patdégeno. El crecimiento polimicrobiano o desarrollo de escaso
numero de levaduras no fue considerado representativo de infeccion del tracto
respiratorio.

Las muestras fueron tomadas por personal de cada unidad asistencial y el
aislamiento del agente se realiz6 en los respectivos laboratorios de microbiologia de cada
centro hospitalario. Las levaduras fueron remitidas para su caracterizacion a nivel de
especie y sensibilidad “in vitro”, a los laboratorios de Micologia del Programa de
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Microbiologia y Micologia ,Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile.

Las especies de levaduras se identificaron segun los procedimientos estandares
empleados en Micologia Médica, analizando las caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y
micromorfoldgicas de cada cepa (KURTZMAN & FELL, 1998).

Las levaduras fueron cultivadas durante 24 a 48 horas en agar Sabouraud-glucosa,
luego se realizé la prueba de tubo germinal en 0,5 ml de plasma fresco humano siendo
incubado a 37° C durante 2 horas.

Paralelamente se realiz6 un auxonograma para determinar el patron de asimilacion
de la cepa a distintos hidratos de carbono. La prueba de auxonograma se realizé de la
siguiente forma: En un medio C, libre de azucares fundido y mantenido a una temperatura
de 50° C, se agreg6 un indculo de la cepa en estudio, con turbidez de 2.0 MacFarland, el
cual fué vertido en una placa de Petri de 150 mm de diametro. Luego de la solidificacion,
se agregaron en posicion equidistante, 15 discos impregnados con un diferente
carbohidrato, para finalmente incubar la placa a 25°C durante 24 a 48 horas. Ademas se
realizo la técnica de microcultivo en agar arroz mas Twen 80 al 1%, para analizar las
caracteristicas microscopicas de la levadura, siendo incubada a 25°C durante 48 a 72
horas.

Luego de ser identificadas, las cepas fueron mantenidas en discos de gelatina
deshidratados (SILVA et al.,1997), para la posterior determinacion del perfil de
sensibilidad “in vitro.”

Determinacion del perfil de sensibilidad “in vitro”:

La técnica utilizada fué la de microdilucion en caldo, estandarizada por el National
Coommittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, M-27, 1997). Esta técnica
cuantitativa, tiene como principio el probar la inhibicion de crecimiento de un inéculo de
levadura, a concentraciones definidas de una droga especifica, para asi poder determinar
la menor concentracion de la droga capaz de inhibr el crecimiento de la levadura,
conocido como concentracion inhibitoria minima (CIM).

Drogas:

Las drogas antifungicas a evaluar fueron las de administracion sistémica disponibles en
Chile: anfotericina B, ketoconazol, itraconazol y fluconazol. Los antifungicos se obtuvieron
a partir de cada laboratorio que tiene su respectiva patente, Skuib, Janssen y Pfizer,
respectivamente en su presentacion original de polvo.

La solucién madre de ketoconazol fué preparada diluyendo la droga en
dimetilsulfoxido (DMSO) para obtener una concentracion de 7,68 mg/ ml. ltraconazol,
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fluconazol y anfotericina B fueron diluidos en DMSO, consiguiendo una concentracion de
0,96 mg/ml para las tres drogas. Estas soluciones madres se conservaron a -20°C.
Posteriormente, al momento de ocupar las drogas, se tomaron 500 ul de las soluciones
madres y se llevaron a 10 ml con agua destilada (dilucion 1:200), siendo esta dilucién
considerada solucion stock. Se realizaron 10 diluciones de la droga en tubos partiendo
con 2 ml de la solucion stock como droga pura, luego en el segundo tubo se dispensé 1mi
de la droga diluida y se agregdé 1ml de DMSO, se agité en vortex y posteriormente se
tomdé 1 ml de la droga diluida 1:2 y se coloco en el tercer tubo que ya tiene 1ml de DMSO
quedando con una dilucién de (1:4), asi se realizé sucesivamente hasta el tubo 10 que
contiene la ultima dilucién ( 1:512). Finalmente se cargaron las microplacas estériles, que
poseen 96 pocillos de fondo plano, con 50 ul de las distintas concentraciones de la droga
que presentaban los siguientes rangos: fluconazol 0,05 - 128 ug/ml, itraconazol 0,03 - 160
Mag/ml, ketoconazol 0,03 -160 ug/ml y anfotericina B 0,03 - 160 pg/ml.

En cada celda de la columna 11 se dispensé la menor concentracion de la droga,
luego en la columna 10 se colocé la siguiente concentracion de la droga, continuando con
las siguientes columnas, hasta llegar a la mas concentrada en la columna nimero 2.

Medio de cultivo:

Se diluyé el medio RPMI 1640 con L-glutamina en agua destilada en la concentracién de
46,5 g/L, se agrego glucosa para llegar al 2%, luego se tamponé con MOPS a pH 7.0,
posteriormente se esterilizd por filtracidén y luego se almacené a 4° C hasta su uso.

Inéculo:

Las levaduras fueron subcultivadas en tubos con agar Saboraud glucosado, incubandose
a 35° durante 24 y 48 horas. Este procedimiento fué repetido consecutivamente dos
veces antes de realizar el ensayo. El indculo se prepard con colonias de levaduras que
tenian 24 horas de incubacién. Las levaduras se suspendieron en 5 ml de solucién salina
estéril (8,5 g/l de NaCl). La suspensiéon se agitd6 en vortex por 15 segundos,
posteriormente se determind la absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm de modo
que el in6culo diera un valor entre 0.13 y 0.14 de densidad optica (DO). Esta absorbancia
es equi\éalente al patron de turbidez 0.5 MacFarland, cuya cantidad de levaduras es de
1.5x 10" por ml.

El inoculo fué diluido 1:50 en agua destilada estéril y posteriormente 1:20 en medio
RPMI 1640 para su uso. Luego se agregé 100 pl del indculo en las placas de
microtitulacion que contenian las drogas en distintas concentraciones.

La concentracion final obtenida de levaduras por pocillo fué 0,5 a 2,5 x 10 ~ células
/ml. Los pocillos de la columna 12 son controles de crecimiento que contienen el solvente
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mas indculo en RPMI 1640. Los orificios de la columna 1 son controles negativos para
lectura, conteniendo sélo agua destilada.

Control de Calidad:

En cada microplaca usada, la primera y segunda fila se cargaron con cepas control ATCC
cuyas CIM son conocidas para las cuatro drogas antifungicas probadas, correspondiendo
la primera a C. krusei,N° 1258 y la segunda a C. parapsilosis,N° 1789, las 6 filas
restantes se cargaron con las cepas en estudio.

Incubacion:

Las microplacas conteniendo las distintas concentraciones de antifungicos y el inéculo de
las cepas, fueron incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas.

Lectura:

La disminucién de por lo menos 80% del crecimiento para las cepas estudiadas con
azdlicos y la ausencia de crecimiento con anfotericina B, fué evaluada visualmente
comparandose con los pocillos controles. Ademas lalectura de las placas se realizd en un
lector de ELISA a 405 nm de absorbancia, a las 24 y 48 horas, para corroborar los
resultados. La menor concentracion capaz de inhibir el 80 % del crecimiento del
microorganismo, es identificada como la CIM para cada azolico. La ausencia total de
crecimiento en la menor concentracion de anfotericina B, sera considerada CIM para esta
droga. Los CIM y CIM para cada antifungico fueron determinadas por especies de
levaduras. La susceptlbnl(?ad de las cepas frente a cada droga fué clasificada como
sensible (S), sensibilidad dosis dependiente (SDD) y resistente (R), segun los criterios
establecidos por NCCLS, M-27, 1997.

Criterios de suceptibilidad de las levaduras frente a
las drogas antifungicas.
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Criterios Fluconazol g/mL |ltraconazol g/mL |Ketoconazol g/mL| Anfotericina
B g/mL

Sensible 8 0,125 0,125 1

SDD 16 a 32 0,25a0,5 0,25a0,5 /

Resistente 64 1 1 2

Se considera una cepa Susceptibilidad Dosis Dependiente (SDD), cuando presenta
CIM entre los rangos considerados sensibles y resistentes, traduciéndose en la
posibilidad de tratamiento con el antimicotico, pero en dosis elevadas.
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RESULTADOS

Entre Enero y Junio del 2000, fueron estudiadas un total de 50 cepas de levaduras
aisladas de distintas muestras clinicas representativas de micosis invasoras en pacientes
internados en unidades criticas de hospitales chilenos, a las cuales, luego de ser
identificadas a nivel de especie, se les determind el perfil de sensibilidad “in vitro” frente a
los distintos antifungicos de administracion sistémica disponibles en nuestro pais.

La figura 1 muestra la distribucion en porcentajes de la totalidad de cepas de
levaduras estudiadas segun el origen del aislamiento. De las 50 cepas aisladas, 36 (72%)
provienen de hemocultivos, seguidos de 10 obtenidas de LBA (20%) y 2 de catéter (4%).
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Figura 1. Distribucion parcentual de
80 cepas de lavaduras aisladas
segun el tipo de muestra clinica.
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Figura 2. Distribucian del total de levaduras
aisladas de infecciones invasoras segun el
lipo de paciente.
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En la figura 2, se describe el grupo de pacientes al cual pertenecen las levaduras,
siendo mas frecuentes las cepas aisladas de pacientes pediatricos, en el cual estan
incluidas las muestras provenientes de nifios menores de 10 afos, el otro grupo
pertenece a los adultos conformado por pacientes con edades superiores a 20 afnos. No
se presentaron aislamientos en personas de 10 a 20 afos, en este estudio.

Figura 3. Frecuencia de especies de
Candida aisladas de micosis invasoras an
hospitales chilenos.
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Figura 3

En la figura 3, se presentan las distintas especies de Candida identificadas, de las
cuales 26 (52 %), fueron C. albicans, seguidas de C. parapsilosis con 13 cepas (26 %), C.
glabrata con 5 (10 %), C. tropicalis 4 ( 8%)y C.lusitaniae 2 (4) %.

Tabla 4. Distribucion de especies de Candida aisladas de micosis invasoras en hospitales chilenos segtin
tipo de muestra clinica.

Especie Hemocultivo LBA* Catéter PR* Fistula
n N n n n

C. albicans 16 7 1 1 1

C. parapsilosis |11 1 1 0 0

C. glabrata 5 0 0 0 0

C. tropicalis 4 0 0 0 0

C. lusitaniae 0 2 0 0 0

Total 36 10 2 1 1

*LBA: Lavado bronqueoalveolar *PR: Puncién renal

En la tabla 4, se observa la distribucion de especies de Candida segun la
procedencia de muestra clinica. De las 36 cepas obtenidas de hemocultivo, 16
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corresponden a C. albicans, 11 son C.parapsilosis y la totalidad de las cepas de C.
glabrata (5) y C. tropicalis (4). C. parapsilosis es proporcionalmente mas frecuente en en
hemocultivos que y 1 C. parapsilosis. Del total de cepas provenientes de catéter (2), 1
correspondié a C. albicans y otra a C. parapsilosis.

Tabla 5. Perfil de sensibilidad frente a Anfotericina B seguin especie de Candida y CIM (ug/ml), en cepas
aisladas en hospitales chilenos.

Especie n Rango CIM_, CIM,
C. albicans 26 0.25 1 1 1
C. parapsilosis 13 05-1 1 1
C. glabrata 5 0.5-1 1 1
C. tropicalis 4 1-1 1 1
C. lusitaniae 2 1-1 1 1

En la tabla 5 observamos que todas las cepas de las distintas especies de levaduras,
presentaron valores de suceptibilidad frente a anfotericina B, iguales o inferiores a
1ug/ml, considerandose sensibles para este antifingico. C. parapsilosis presenta 0.25
pug/ml como la concentracion con mayor frecuencia.

Especie n Rango CIM_, [CIM,,
C. albicans 26 0.03-16 0.125 05
C. parapsilosis |13 0.03-0.125 0.03 0.06
C. glabrata 5 0.03-0.125 0.06 0.125
C. tropicalis 4 0.03-0.125 0.03 0.125
C. lusitaniae 2 0.06 —0.125 0.06 0.125

La tabla 6, describe a las cepas de C. albicans con un amplio rango de CIM frente a
ketoconazol, presentando valores entre 0.03 a 16 ug/ml, siendo esta ultima concentracion
considerada resistente, la moda fué de 0.06 pg/ml. Las otras especies de Candida
mostraron rangos mas estrechos, observandose valores de CIM_. y CIM_ . iguales o
o 50 90
inferiores a 0.125ug/ml.

Tabla 7. Perfil de sensibilidad frente a Itraconazol segun especies de Candida y CIM (ug/ml)en cepas aisladas
en hospitales chilenos.

Especie n Rango CIM_, CIM,A
C. albicans 26 0.03-16 0.06 1
C. parapsilosis 13 0.03-1 0.06 0.25
C. glabrata 5 0.125 -1 0.5 1

C. tropicalis 4 0.03-0.25 0.03 0.25
C. lusitaniae 2 1-2 1 2

Se puede ver en la tabla 7 que las cepas de C. albicans muestran el mayor rango de
CIM frente al itraconazol, con valores entre 0.03 a 16 yg/ml siendo la concentracion de
mayor frecuencia 0,03 ug/ml. Cabe resaltar que las 2 cepas de C. lusitaniae muestran
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CIM resistentes a esta droga. Las CIM90 de C. albicans y C. glabrata presentan niveles
considerados resistentes frente al itraconazol.

Tabla 8. Perfil de sensibilidad frente a Fluconazol segun especie de Candida y CIM pg/ml en cepas aisladas
en hospitales chilenos.

Especie N Rango \ CIM_, CIM,4,
C. albicans 26 0.25 — 64 4 64
C. parapsilosis |13 0.25-32 0.25 0.5

C. glabrata 5 0.25-64 0.5 64

C. tropicalis 4 0.25-128 0.5 128

C. lusitaniae 2 32-64 32 64

En la tabla 8, se observa que las cepas pertenecientes a C. tropicalis, muestran el
mayor rango de CIM cuyos niveles fluctuaron entre 0.25 a 128 ug/ml frente a fluconazol,
seguidos por C. albicans y C. glabrata con valores de 0.25 a 64 ug/ml.

Resaltamos que los CIM90 para C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. lusitaniae
presentan CIM iguales o superiores a 64 ug/ml, lo cual es considerado resistente. Esto
muestra que hay una mayor diversidad de especies que presentan cepas con elevados
CIM para fluconazol.

Tabla 9. Distribucion de especies de Candida, segun el patron de suceptibilidad frente a los azélicos.

] ] ‘Imidazol Ketoconazol \ \Triazoles Itracona\zol ]Fluconazol

Especie n S SDD |R S SDD R S SDD R
C. albicans 26 16 8 2 17 5 4 18 4 4
C. parapsilosis |13 13 0 0 11 1 1 12 1 0
C. glabrata 5 5 0 0 1 3 1 4 0 1
C. tropicalis 4 4 0 0 3 1 0 3 0 1
C. lusitaniae 2 2 0 0 0 0 2 0 1 1
Total 50 40 8 2 32 10 8 37 6 7
S: Sensible SDD: Susceptibilidad Dosis Dependiente R: Resistente

De las 26 cepas de C. albicans, 16 (80 %) fueron sensibles a ketoconazol, 8 (16 %)
presentaron patrones SDD, y 2 (4 %) fueron resistentes. Todas las otras especies se
mostraron sensibles a esta droga.

Frente a itraconazol, 32 (64 %) cepas de levaduras fueron sensibles y 8 (16 %)
cepas fueron resistentes, siendo 4 C. albicans,las 2 cepas aisladas de C. lusitaniae, 1 C.
parapsilosis y 1 C. glabrat. Las diez (20 %) cepas restantes presentaron sensibilidad
considerada SDD.

Treinta y siete (74 %) cepas resultaron sensibles al fluconazol y 8 (14 %)
evidenciaron susceptibilidad en rangos de resistencia correspondiendo a 4 C. albicans y
una cepa por cada especie de C. glabrata, C. tropicalis y C. lusitaniae. Seis(14 %) cepas
presentaron patrén SDD.

Se observo resistencia en forma simultdnea frente a itraconazol como a fluconazol en
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5 cepas, correspondiendo a 3 C. albicans, 1 C. glabratay 1 C. lusitaniae.

Tabla 10. Distribucion de cepas segun el tipo de paciente y patréon de sensibilidad, frente a los azélicos.

Tipo de paciente

Azdlico Pediatrico (33) Adulto (17)

S SDD R S SDD R

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Ketoconazol |28 (85) 5(13) _ 12 (70) 3(18) 2(12)
Itraconazol 23 (70) 7 (21) 3(9) 9 (53) 3(18) 5 (29)
Fluconazol 27 (82) 2 (6) 4 (12) 10 (59) 4 (23) 3(18)

S: Sensible SDD: Susceptibilidad Dosis Dependiente R: Resistente

En la tabla 10 se muestra el perfil de sensibilidad de las levaduras aisladas en
pacientes adultos y pediatricos. Frente a ketoconazol, observamos resistencia sélo en las
cepas aisladas de adultos. Al confrontar los datos con itraconazol, vemos que las cepas
de pacientes pediatricos resultaron ser mas sensibles (70 %) que las levaduras aisladas
de adultos (53 %). La resistencia detectada en las cepas de pacientes adultos (29 %) fué
superior a las cepas aisladas de pacientes pediatricos (9 %), sin embargo este fenémeno
muestra solamente una tendencia, ya que no obtuvimos diferencia estadisticamente
significativa ( p > 0.05). La sensibilidad de las levaduras de pacientes pediatricos (82 %)
es mayor que la de los pacientes adultos (59 %) frente a fluconazol. Se observa un
porcentaje similar de cepas resistentes en ambos grupos, sin embargo un porcentaje
mayor ( 23 %) de cepas aisladas en adultos presentaron patrones SDD, en relacion a las

cepas provenientes de pacientes pediatricos (6 %).
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Las infecciones producidas por hongos han aumentado considerablemente en los ultimos
afos (ANAISSIE,1992; FEBRE et al. 1999), concomitantemente con un cambio
epidemioldgico importante en base al patron etiolégico de la candidosis invasora, donde
C. albicans contintia siendo la especie mas frecuentemente aislada, sin que su frecuencia
supere el 50% (KOIVIKKO et al. 1988), siendo seguida por diversas especies del género
cuya predominancia variara segun la region geografica (KWON-CHUNG & BENNETT,
1992; HUNG et al. 1996; NG et al. 1998; PFALLER et al. 1999).

En nuestro estudio, analizamos 50 cepas de levaduras del género Candida aisladas
de micosis invasoras en pacientes internados en unidades criticas de hospitales chilenos
desde Enero a Junio del 2000. Del total de cepas de levaduras, sobre el 70% provenian
de hemocultivos (tabla 1), siendo el principal tipo de paciente con candidemia el grupo
pediatrico correspondiendo al 66% ( tabla 2). La especie mas frecuente fué C. albicans
con 52%, seguida de C. parapsilosis (26%), C. glabrata (10%), C. tropicalis (4%) y C.
lusitaniae (4%) (tabla 3). Estos datos son similares a los reportados por YAMAMURA et
al. (1996); RODERO et al. (1999) y PFALLER et al. (1999), quienes detectan en paises
de Europa, Canada y Sud América a C. albicans con una frecuencia cercana al 50%,
seguida de C. parapsilosis. Sin embargo, nuestros resultados son contradictorios a los
relatados en estudios epidemiolégicos en USA, donde C. glabrata es la segunda especie
prevalente en infecciones invasivas ( SANFORD, 1993; GUBBINS et al. 1993). Difiere
ademas de el estudio realizado por ARAJ et al. (1998), donde muestra a C. tropicalis
como la segunda especie mas frecuente en el Libano.
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Segun el material clinico de procedencia de la levadura (tabla 4), C. albicans
predomina en muestras de sangre y LBA, con 16 y 7 cepas respectivamente. Por otro
lado de las 12 cepas pertenecientes a C. parapsilosis, 11 fueron recuperadas de
hemocultivo. Las 4 cepas de C. tropicalis y las 5 de C. glabrata, provienen de este tipo de
muestra. C. lusitaniae sélo se aislé de LBA. Este predominio de las especies de Candida
por tipo de muestra, concuerda concuerda en parte con lo descrito por FRASER et al.
(1992).

Conjuntamente con estos cambios epidemioldgicos, se ha demostrado el surgimiento
de resistencia en especies de Candida, frente a los antimicéticos de administracion
sistémica (REX et al. 1995; PFALLER et al. 1999; FEBRE et al. 1999). Diversos grupos
relatan la existencia de levaduras naturalmente resistentes a drogas como C. krusei
frente a fluconazol o C. lusitaniae con anfotericina B (HADFIELD et al. 1987; WINGARD
et al. 1993; REX et al. 1995). Existen cepas que paulatinamente se tornan menos
sensibles a los animicéticos (REX et al. 1995; MARR et al. 1997). La alteracion en el
patron de sensibilidad en las levaduras, acarrea consecuencias importantes en la
prescripcion y conducta terapéutica a seguir por el médico tratante en los casos de
infecciones fungicas graves (RINALDI, 1991).

En este trabajo, todas las cepas de las distintas especies de levaduras, resultaron
ser sensibles a anfotericina B (tabla 5), con valores iguales o inferiores a 1 ug/ml, lo que
es equivalente a estudios realizados por GALLIS et al. (1990); y QUINDOS et al. (1999).
Ademas, se confirma lo relatado por SEIDENFELD et al. (1983) y HADFIELD et al. (1987)
quienes plantean que la resistencia a anfotericina B es poco frecuente y esta limitada sélo
a algunas especies como C. guillermondii, C. lipolitica y C. lusitaniae. Sin embargo
nuestros datos, muestran que las 2 cepas de C. lusitaniae son sensibles a este farmaco.

Las cepas de C. albicans mostraron un rango amplio de CIM frente al ketoconazol,
con valores que van de 0.03 a 16 pg/ml, las otras especies de Candida presentaron
rangos con menor variacion , siendo 0.125 ug/ml la CIM mas elevada (tabla 6). Frente al
itraconazol se obtuvieron valores de CIM mas altos, siendo nuevamente C. albicans la
especie que presentd el rango mas amplio, con valores entre 0.03 a 16 ug/ml , C.
parapsilosis, C. glabrata y C. lusitaniae, mostraron rangos que incluyeron valores
considerados resistentes (1 ug/ml), las 2 cepas de C. lusitaniae presentaron CIM_ . con

: . : . 90
valores de resistencia, al igual que C. albicans 'y C. glabrata (tabla 7).

Fluconazol fué el antifungico que present6 los mayores valores de CIM, donde C.
tropicalis tuvo el mayor rango, con niveles que variaron entre 0.25 a 128 ug/ml, seguida
de C. albicans y C. glabratacon valores entre 0.25 a 64 ug/ml. Los CIM 0 de C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalisy C. lusitaniae, tuvieron valores iguales o superiores a 64 ug/ml ,
(tabla 8).

Al agrupar los resultados de las CIM en las cepas estudiadas, segun los criterios de
sensibilidad, observamos que 2 de 26 cepas de C. albicans, presentaron CIM
considerados resistentes frente a ketoconazol. Ocho de las 50 cepas fueron resistentes a
itraconazol, siendo 4 C. albicans, 2 C. lusitaniae, 1 C. parapsilosis y 1 C. glabrata. Para
fluconazol, 7 de las 50 cepas presentaron resistencia, de las cuales 4 fueron C. albicans,1
C. glabrata, 1 C. tropicalis y 1 C. lusitaniae( tabla 9).

32

Alvarado Pérez, Daniel



DISCUSION

Los resultados de CIM obtenidos, son concordantes con los trabajos realizados por
diversos grupos que relatan el aumento de cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis que presentaron elevados valores de CIM frente a ketoconazol,
itraconazol y fluconazol (REX et al. 1995; WHITE et al. 1998; PFALLER et al. 1998;
CEBALLOS et al. 1999; FEBRE et al. 1999).

Segun los resultados de nuestro trabajo el 64% de las cepas fué sensible a
itraconazol, 74 % a fluconazol, 80% con ketoconazol y el 100% presenté sensibilidad
frente a anfotericina B. Estos resultados son diferentes a los reportados por QUINDOS et
al. (1999), quienes realizaron un estudio multicéntrico que incluyé 325 levaduras
obtenidas de pacientes internados en unidades criticas en 12 hospitales de Espafa,
detectando altos valores de sensibilidad frente a los triazoles, obteniendo porcentajes
iguales o superiores al 90%. Ademas la resistencia frente a estos triazoles no supero el
4%, lo que confirmd la realidad de Espafa en cuanto a la baja resistencia frente a
antifiingicos de uso habitual, reportado previamente por AREVALO et al. (1992). Sin
embargo nuestros resultados se asemejan a los publicados por SUGAR (1995); en un
estudio multicéntrico en USA y con los de ARAJ et al. (1998), quienes estudiaron 70
cepas de micosis invasivas en el Libano, obteniendo un rango de resistencia del 4 al
17%; nuestro rango varié del 4% al 16%, dependiendo de la especie. Esto confirma lo
descrito por REX et al. (1995), en el sentido de que hay un aumento en el aislamiento de
cepas resistentes de C. albicans en pacientes provenientes de unidades criticas.
Ademas, MARR et al. (1997), relata que cepas de C. albicans adquieren resistencia a los
azoles tras una breve exposicidon a estos, pudiendo hacerse resistentes después de 23
dias de terapia. Para algunos autores, C. glabrata es una especie altamente resistente a
fluconazol (VOSS et al. 1994; REX et al. 1995; ARIAS et al. 1996). Por otro lado se
describe que C. tropicalis presenta elevada resistencia frente a fluconazol (WINGARD et
al. 1991).

Cabe resaltar la presencia de 5 cepas con resistencia simultanea a los antifungicos
itraconazol y fluconazol, fenédmeno no reportado previamente en nuestro pais. De estas
cepas 3 correspondieron a C. albicans, 1 C. glabrata y 1 C. lusitaniae (tabla 9), esto
concuerda con los recientes informes sobre resistencia del Programa Internacional de
Vigilancia de las Candidosis (SENTRY) en USA y Europa (PFALLER et al. 1998, 1999).

Cuando analizamos los datos de la sensibilidad de las levaduras aisladas segun el
tipo de paciente, observamos que las cepas aisladas de adultos, fueron menos sensibles
a los azdlicos que las cepas provenientes de pacientes pediatricos. Esta diferencia a
pesar de no ser estadisticamente significativa ( p > 0.05 ), es mas notoria en el
itraconazol, donde 8 cepas (29%) de adultos fueron resistentes versus 3 cepas (9%) del
grupo pediatrico. El perfil de sensibilidad frente a ketoconazol en las levaduras aisladas
de pacientes adultos y pediatricos es similar. Sélo hubo resistencia en 2 cepas aisladas
de pacientes adultos. No pudo realizarse evaluacion estadistica en esta tabla ya que el
numero de cepas resistentes provenientes de pacientes pediatricos fué cero. En el caso
del fluconazol, se observé un mayor porcentaje de sensibilidad en las levaduras de
pacientes pediatricos (82%) que en adultos (59%), sin embargo el porcentaje de cepas
resistentes fué muy similar entre los pacientes pediétricos y adultos (tabla 10).

A raiz de los resultados obtenidos, podemos decir que en Chile la presencia del
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fendmeno de resistencia es una realidad, ademas hemos detectado la presencia de
cepas con resistencia simultinea a dos drogas antifungias, lo cual es un antecedente
muy importante que confirma la importancia de llegar al diagnéstico preciso de especie y
deteminar el perfil de sensibilidad en levaduras aisladas de micosis invasoras de
pacientes criticos en forma rutinaria. Esto permitira auxiliar al médico tratante en el
diagnostico certero de una micosis invasiva y la eleccion de una adecuada terapia
antifungica.

34
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos podemos demostrar que en Chile existen varias 1.
especies de levaduras del género Candida, causantes de infecciones invasivas,
siendo C. albicans la especie mas frecuente (52%), seguida de C. parapsilosis (26%).

El total de levaduras se mostraron sensibles frente a la anfotericina B, con CIM50y 2.
CIM90 iguales a 1 pg/ml.

Las cepas de C. albicans, presentaron el rango mas amplio de CIM frente al 3.
ketoconazol, con valores de 0.03 a 16 ug/ml, siendo esta concentracion resistente.
Dos cepas (4 %) fueron resistentes a este azdlico.

C. albicans presenté el mayor rango de CIM frente al itraconazol, incluyendo valores 4.
de 0.03 a 16 pg/ml, siendo este ultimo resistente. Ocho cepas (16 %) resultaron ser
resistentes a este antifungico.

Fluconazol present6 la mayor diversidad de especies con elevados CIM, el rango 5.
mayor de CIM, frente a fluconazol lo presentd C. tropicalis con valores de 0.25 a 128
pg/ml, seguida de C. albicans y C. glabrata. Siete cepas (14 %) fueron resistentes a
esta droga.

Hubo 5 cepas con resistencia simultanea a itraconazol y a fluconazol, las cuales 6.
fueron 3 C. albicans, 1 C. glabrata 'y 1 C. lusitaniae
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