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RESUMEN
Q.F.B. Rogelio de Jests Treviiio Rangel Fecha de Graduacion: Julio, 2011
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina

Titulo del  IDENTIFICACION MOLECULARY CARACTERIZACION FENOTIPICA
Estudio: DE AISLAMIENTOS CLINICOS DEL COMPLEJO Candida parapsilosis

Nimero de paginas: 82

Candidato al Grado de MAESTRIA en CIENCIAS con especialidad en Microbiologia
Meédica

Area de estudio: Micologia Médica.

Propésito y Método de estudio: La candidosis es la micosis oportunista de mayor
incidencia a nivel mundial, siendo Candida parapsilosis una de las especies no-albicans
mas frecuentemente responsable de cuadros fungémicos en varias partes del mundo,
incluida Latinoamérica. Recientemente, y con base en diversos ensayos moleculares, se
demostré que C. parapsilosis es un complejo, el cual requiere la identificacién precisa
de sus especies. En México se carece de informacion referente a la incidencia,
distribucién y perfiles de susceptibilidad antifingica de las especies que conforman el
complejo C. parapsilosis. El principal objetivo de este estudio fue identificar mediante
herramientas moleculares 344 aislamientos clinicos convencionalmente identificados
como C. parapsilosis, asi como caracterizarlos en base a sus fenotipos de susceptibilidad
a ciertos antifingicos. Para realizar este estudio se utiliz6 la técnica molecular RFLP con
la finalidad de identificar de manera precisa a nivel de especie los aislamientos clinicos.
Por otra parte, los perfiles de susceptibilidad antifungica se efectuaron utilizando el
método de macrodilucion en tubo, de acuerdo al documento M27-A3 del CLSI de los
Estados Unidos de América y los antifungicos probados fueron: fluconazol,
caspofungina, anidulafungina y micafungina.

Contribuciones y Conclusiones: C. parapsilosis en sentido estricto fue el organismo
mas frecuente, siendo particularmente habitual en sangre, piel y ufias; mientras que C.
orthopsilosis 'y C. metapsilosis representaron menos del 10% del total de los
aislamientos estudiados y procedieron principalmente de sangre y piel, respectivamente.
Con respecto a los ensayos de susceptibilidad antifingica in vitro, C. parapsilosis en
sentido estricto y C. orthopsilosis fueron igualmente susceptibles a fluconazol (CMIgg,
de 8 pg/mL) y a caspofungina (CMlggy, de 0.5-1 pg/mL), asi como a anidulafungina y
micafungina, con una CMIgge, de 2 pg/mL 11m1te maximo de susceptlbllldad de acuerdo
al CLSI. Un 11% de los aislamientogAd
estricto present resistencia a ciertos/4

Dra. C. Gloria ¥laria Gonzalez Gonzalez
Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos

Candida parapsilosis es un hongo levaduriforme que fue aislado por primera vez
en 1928 por Ashford como una especie de Monilia, incapaz de fermentar la maltosa, a
partir de las heces de un paciente con diarrea en Puerto Rico (8, 194). La especie fue
nombrada originalmente Monilia parapsilosis para distinguirla del aislamiento mas

comun, Monilia psilosis, mejor conocida hoy en dia como Candida albicans.

1.2 Caracteristicas microbiologicas de C. parapsilosis

Las células de C. parapsilosis pueden adoptar formas ovales, redondeadas o
incluso cilindricas (Figura 1). Cuando crece en agar dextrosa de Sabouraud, las colonias
normalmente se tornan blanquecinas, cremosas, brillantes y de textura lisa o rugosa
(185). A diferencia de Candida tropicalis y C. albicans, que pueden existir en multiples
formas morfogénicas, C. parapsilosis no forma hifas verdaderas, por lo que pude existir
ya sea en fase levaduriforme, generando fenotipos coloniales que van desde texturas
lisas hasta con forma de “copos de nieve”, o bien en su forma pseudohifal, dando lugar a

colonias con estructuras peculiares que pueden ser concéntricas o bien con forma de
1



“crepé”’, mediante un fendémeno conocido como “cambio fenotipico” (55, 102) (Figura
2). Las pseudohifas se han observado en agar harina de maiz y pueden ser identificadas
facilmente con microscopia de luz (102). La formacion de pseudohifas en C.
parapsilosis se encuentra vinculada de manera importante a un conjunto especifico de
aminoacidos, particularmente citrulina, la cual origina cambios importantes en la

morfologia celular y colonial del organismo (94).
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Figura 1. Microfotografia de C. parapsilosis (121). a) fase levaduriforme, b) forma pseudohifal.

En comparacion con otras especies del género anamorfico Candida, C.
parapsilosis presenta un extenso patrén de distribucion en la naturaleza, a diferencia de
C. albicans y C. tropicalis, C. parapsilosis no es un patdégeno antropofilico obligado, ya
que ha sido aislada de diversas fuentes no humanas (194) como animales domésticos,
insectos, tierra, asi como ambientes marinos (57). C. parapsilosis es un comensal
humano normal y es uno de los hongos frecuentemente aislados del lecho ungueal de
manos de seres humanos (185). Su colonizacion transitoria del integumento humano es
base de numerosos debates en cuanto a si C. parapsilosis es un patogeno o s6lo un

espectador (“bystander”) en ciertas infecciones (185).
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Figura 2. “Cambio fenotipico” en C. parapsilosis (55).

En afios recientes y con base en una amplia bateria de ensayos moleculares, se
reportd que C. parapsilosis es un complejo, el cual se encuentra integrado por tres

distintas especies genéticamente heterogéneas entre si.

1.3 Factores de virulencia de C. parapsilosis

La patogénesis de la candidosis invasiva debida a C. parapsilosis se basa en
diversos factores de virulencia del organismo, primordialmente su adherencia a las
células del hospedero, su capacidad de producir biopeliculas extensivas, asi como la
secrecion de ciertas enzimas hidroliticas (185). Adicionalmente, se ha sefialado la
capacidad de C. parapsilosis para la generacion de pseudohifas/“cambio fenotipico”
como otro importante factor de virulencia de este organismo (189). A pesar de intensos
esfuerzos encaminados a la elucidacion de los mecanismos de patogenicidad inherentes
en hongos, particularmente en C. albicans, se conoce relativamente poco acerca de los

factores de virulencia de C. parapsilosis (185).
3



1.3.1 Adherencia

La colonizacion e infeccion por C. parapsilosis dependen de la habilidad del
hongo para adherirse a las células y tejidos del hospedero, particularmente superficies
mucosas (185). La adherencia a dispositivos médicos facilita la formacién de
biopeliculas y ocasiona dafio en el hospedero (185). La hidrofobicidad de la superficie
celular se ha asociado con la adherencia inicial de C. parapsilosis a superficies (129), asi
como la produccion de limo se ha relacionado con la tendencia del organismo para

adherirse a catéteres plasticos (22).

1.3.2 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos asociadas a superficies
dentro de una matriz extracelular, y son el tipo mas prevalente de crecimiento
microbiano (99). La generacion de biopeliculas en C. albicans esta asociada con el
cambio dimorfico de levadura a crecimiento hifal, y la estructura de la biopelicula
generada involucra dos capas distintas: una delgada, capa basal constituida basicamente
de levaduras, y una gruesa, capa hifal menos compacta (9). En contraste, C. parapsilosis
produce cuantitativamente menos biopelicula y de menor complejidad que C. albicans
(77, 98). Ciertos fenotipos filamentosos (pseudohifales) de C. parapsilosis, sin embargo,
generan mas biopelicula y son mas invasivos en agar que cepas que predominantemente
permanecen en fase levaduriforme (102).

La formacion de biopeliculas se encuentra precedida por la adherencia a tejidos o
dispositivos médicos, resultando presumiblemente en un cambio en la morfologia y

comportamiento del organismo (185). Las biopeliculas de C. parapsilosis pueden
4



presentarse en diversos dispositivos médicos, incluyendo catéteres venosos centrales y
periféricos, catéteres de hemodialisis y dialisis peritoneal, dispositivos prostéticos
intracardiacos y articulaciones prostéticas (150). Como comensal de la piel humana, el
organismo puede adquirirse por contacto directo con dispositivos médicos previo o
durante el uso del paciente, particularmente en ambientes hospitalarios donde ocurren
lapsos en la higiene propia de las manos (185). Aislamientos de C. parapsilosis con gran
produccion de biopelicula han sido asociados con brotes nosocomiales (100).

La formacién de biopeliculas es un importante factor de virulencia para varias
especies de Candida, ya que confiere resistencia significativa a la terapia antifiingica
convencional, la cual incluye anfotericina B y compuestos azodlicos, limitando la
penetracion de sustancias a través de la matriz y protegiendo asi las células de la
respuesta inmune del hospedero (185). Las capacidades de diferentes aislamientos de C.
parapsilosis para causar enfermedad en varios tejidos pueden estar influenciadas por su

habilidad para formar biopeliculas (185).

1.3.3 Secrecion de enzimas

En afios recientes las enzimas de patdgenos microbianos secretadas
extracelularmente han ganado interés debido a su papel potencial en la patogénesis y
como posibles blancos terapéuticos para el disefio de inhibidores sintéticos de aplicacion
en el manejo clinico de la infeccion (185). Estas incluyen principalmente las proteinasas

asparticas, fosfolipasas y lipasas.



1.3.3.1 Proteinasas asparticas. Las proteinasas asparticas facilitan la invasion y
colonizacioén de los tejidos del hospedero por disrupcion de las membranas mucosas del
mismo (158) y degradando importantes proteinas de defensa inmunolégica y estructural,
tales como las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas G, macroglobulina o, proteina
C3, B-lactoglobulina, lactoperoxidasa, colageno y fibronectina (148).

Se ha reportado particularmente en C. parapsilosis tres proteinasas asparticas,
dos de las cuales permanecen en gran parte sin caracterizar (114). La isoenzima Sapplp
recientemente se caracterizd bioquimicamente (53, 62, 148). Aunque inicialmente se le
clasifico como un pseudogen, sapp2p produce una proteinasa funcional (Sapp2p), la cual
constituye cerca del 20% de las Saps aisladas a partir del sobrenadante del organismo en
cultivo (63). Adicionalmente, la actividad proteolitica del producto del gen sapp2p posee
diferentes mecanismos de activacion que aquella del producto de sapplp (114).
Actualmente permanece sin caracterizarse sapp3 y su producto (185).

La produccion de proteinasas asparticas varia entre aislamientos de C.
parapsilosis y su papel en la patogénesis atin permanece sin esclarecerse (185). Sin
embargo, hay cierta tendencia que relaciona la produccion de estas enzimas y el sitio de
aislamiento de C. parapsilosis, ya que las proteinasas asparticas parecen ser menos
importantes en la patogénesis de infecciones del torrente sanguineo que en la
enfermedad invasiva localizada, particularmente en infecciones de la mucosa vaginal

(30, 44-45, 47, 199).

1.3.3.2 Fosfolipasas. Las fosfolipasas son enzimas capaces de hidrolizar uniones
tipo éster en glicerofosfolipidos (185). La funcion de las fosfolipasas durante el proceso

6



infeccioso debido a C. parapsilosis aun no se comprende del todo, aunque se hipotetiza

se encuentran involucradas en la disrupcion de las membranas del hospedero (68, 90).

1.3.3.3 Lipasas. Las lipasas catalizan tanto la hidrdlisis como la sintesis de
triacilgliceroles y se caracterizan por su estabilidad a altas temperaturas y en solventes
organicos, elevada enantioselectividad y resistencia a la protedlisis (25). Algunos de los
papeles mas importantes de estas enzimas microbianas extracelulares incluyen desde la
digestion de lipidos para adquisicion nutricional, adhesion a células y tejidos del
hospedero, interacciones sinérgicas con otras enzimas, hasta la autodefensa mediada por
el lisado de la microflora competitiva (166, 176).

En C. parapsilosis se identificaron dos genes relacionados con las lipasas,
CpLIP1 y CpLIP2, aunque s6lo CpLIP2 codifica para una proteina activa (27, 120).
Recientemente y de acuerdo a los resultados del proyecto de secuenciacion del ADN
gendémico de C. parapsilosis se sugiere la existencia de dos genes LIP adicionales (185),

que eventualmente podrian estar vinculados con la virulencia del organismo.

1.3.4 Formacion de pseudohifas/“cambio fenotipico”

La baja virulencia de C. parapsilosis comparada con C. albicans puede ser
atribuida a su incapacidad de formar hifas verdaderas (189). Muchas especies de
Candida, incluyendo C. parapsilosis existen como blastoconidias esféricas u ovoides, o
bien como células levaduriformes (102) y son capaces, en diversos grados, de producir
cadenas de blastoconidias elongadas, llamadas pseudohifas, tanto in vivo, como bajo

ciertas condiciones, in vitro (189). Por otra parte, las hifas verdaderas son mas dificiles
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de ingerir y las paredes celulares pueden ser mas resistentes a la digestion.
Adicionalmente, las hifas verdaderas se definen como mas adhesivas a las células
huésped que las pseudohifas (82).

El “cambio fenotipico” es un fendémeno de inestabilidad fenotipica especifica,
que permite a las cepas cambiar su fenotipo colonial sin afectar su genotipo identificable
(58, 174) y aunque ha sido ampliamente estudiado en C. albicans, recientemente se ha
determinado que este fenomeno también ocurre en C. parapsilosis (55, 109). Sin
embargo, los mecanismos moleculares que regulan dicho fenémeno aun se desconocen.
Diversos reportes indican que existe cierta correlacion entre el “cambio fenotipico” y la
formacion de biopelicula (102). En este sentido, los fenotipos concéntricos generan dos
veces mas biopelicula que aquellos con forma de “crepé” o crater, asi como los lisos
producen la menor cantidad de biopelicula de los cuatro posibles fenotipos reportados

para C. parapsilosis (102).

1.4 Epidemiologia de la candidosis

1.4.1 Prevalencia

Actualmente la candidosis se encuentra clasificada en cinco distintas
presentaciones clinicas: mucocutdnea, cutanea, sistémica, alérgica y miscelanea (19). De
las cuales, la modalidad sistémica, particularmente la fungemia, se encuentra
ampliamente estudiada en muchos aspectos y a todos los niveles. Un estudio

epidemioldgico reciente de sepsis reveld que el numero anual de casos de sepsis fungica



en los Estados Unidos incrementd en mas del 200% entre 1979 y 2000 (113). La
morbilidad y mortalidad asociada con estas infecciones es sustancial, quedando claro
que las enfermedades fingicas han emergido como problemas importantes de salud
publica (139). En este sentido, las infecciones ocasionadas por Candida spp., Aspergillus
spp. y Cryptococcus spp. son las causas mas importantes de morbi-mortalidad en los
seres humanos y representan un 90% de todas las infecciones fungicas (139, 193). En el
caso particular de Candida spp., desde la década de los ochenta las tasas de candidosis
se han incrementado en todo el mundo y representan la cuarta causa de infecciones
nosocomiales en el torrente sanguineo en los Estados Unidos y en otros paises. La
candidosis se encuentra asociada con una alta tasa de mortalidad (del 46 al 75%) y una
prolongada estancia hospitalaria (139, 196).

Durante la década de los noventa, en muchos paises se reportdo que C. albicans
ocasiono entre el 50 y el 60% de todas las infecciones nosocomiales por hongos, razoén
por la cual se describidé un notable cambio epidemioldgico hacia otras especies que en
conjunto se han denominado como Candida no-albicans (entre las que se encuentran: C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, entre otras). Esta tendencia tiene
implicaciones clinicas obvias, debido a que muchas de estas especies son usualmente
menos susceptibles a los antifiingicos triazolicos que C. albicans, lo cual puede requerir
un manejo clinico diferente (139).

En 2008 Trofa y cols. (185) publicaron un estudio retrospectivo y descriptivo en
el cual reportaron que, a nivel mundial, C. albicans se posicion6 como el principal
agente etiologico de la mayor parte de las fungemias alrededor del mundo, por lo menos

en los ultimos 17 afos, con un 49.8% de aislamientos, encontrandose precedido con tan
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s6lo 19% por C. parapsilosis, una de las principales especies no-albicans responsable de
fungemia (Figura 3). Adicionalmente, este estudio aporta evidencias clinico-
epidemiologicas que demuestran el incremento en la tasa de incidencia de candidosis
invasivas debidas a especies no-albicans (particularmente C. parapsilosis) en ciertas
regiones geograficas, principalmente en algunos paises del continente asidtico como

Japon y Malasia (Figura 4).

B C. parapsilosis
B C. albicans

u C. glabrata

B C. tropicalis

H Otras*

*C. lusitaniae, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. rugosa

Figura 3. Porcentajes de aislamientos de Candida spp. en sangre a nivel mundial (1991-2008).
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Figura 4. Reportes mundiales de candidosis (1992-2006).

Los programas de vigilancia epidemiolégica como el SENTRY han
proporcionado sistemas de monitoreo de la emergencia de especies de C. no-albicans
como una causa importante de infecciones nosocomiales y han seguido la tendencia en
la resistencia de diversos antifingicos en esos aislamientos (144). En algunos hospitales
del tercer nivel dentro del grupo de C. no-albicans, C. glabrata ha sido la especie mas
frecuentemente aislada de las candidosis (3-35%), sobretodo en pacientes mayores de 60
afios (17, 139). Por otro lado, C. parapsilosis es la causa mas importante de candidosis
en infantes y neonatos (139, 155).

La frecuencia de candidosis invasiva debida a C. parapsilosis se incrementd en
los ultimos afos, sobretodo en América Latina (33, 105), en donde actualmente se
cuenta con dos importantes estudios de vigilancia epidemiolédgica de candidosis (Figura

5).
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Un estudio efectuado de Marzo de 2003 a Diciembre de 2004 por Colombo y
cols. (32) en Brasil, en el cual se analizaron 712 casos de candidosis, encontrandose que,
con un 40.9% de incidencia, C. albicans se posicionaba con el principal agente
etiologico de candidosis en dicha nacion, siendo precedida por C. tropicalis y por C.
parapsilosis con un 20.9 y 20.5% de incidencia, respectivamente. Por otra parte, en
Meéxico (particularmente Monterrey, Nuevo Leon) Gonzalez y cols. (74) analizaron de
Julio de 2004 a Julio de 2007 un total de 398 candidosis, y encontraron que, con un
37.9% de incidencia, C. parapsilosis es el principal agente etiologico de candidosis en
dicha region, siendo seguida con un 31.9 y 14.8% de incidencia por C. albicans y por C.
tropicalis, respectivamente. Por otro lado, los investigadores encontraron que en
pacientes < a 1 afo de edad y hasta los 24 afios el principal agente etiologico de
candidosis era C. parapsilosis, asi como la tendencia de adquirir candidosis debida a C.

glabrata incrementaba notablemente con la edad de los pacientes afectados.

Meéxico

BC albicans 2.7% 4.7%
B C tropicalis Mt

B parapsilosis ® (. parapsilosis

u C pelliculosa B C popicalis

uC glabrata

u (. glabrata
C. guilliermondii - i
P phmeri e —
uC krusei
B Otras®
*C. lusitaniae, C. lipolytica, C.zeylanoides, Candidaspp. *C. guilliermondii, C. utilis, C. zevlanoides, C. famata, C. rugosa, C. lusitanige, C. boidini

Figura 5. Comparacion de la distribucion de Candida spp. entre Brasil y México.

Con respecto a ensayos de susceptibilidad antifingica in vitro, en ambos estudios

se reportd un elevado porcentaje de susceptibilidad por parte de los aislamientos
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convencionalmente identificados como C. parapsilosis frente a anfotericina B, asi como
también frente a los triazoles: fluconazol, itraconazol y voriconazol. Sin embargo,
Gonzalez y cols. reportaron ademds el hallazgo de elevadas concentraciones minimas
inhibitorias (CMlIygy, = 2 ug/mL) frente a la equinocandina caspofungina, siendo mas
que imperativa la necesidad en la promocion de programas de vigilancia clinico-
epidemioldgica para el monitoreo de este importante organismo.

Afortunadamente, las infecciones del torrente sanguineo debidas a C.
parapsilosis se asocian con una tasa de mortalidad significativamente baja que aquellas
infecciones debidas a otras especies de Candida (4, 75, 131). Dado el origen exdgeno de
C. parapsilosis, las infecciones del torrente sanguineo debidas a esta especie pueden
prevenirse gracias a la implementacion de buenas practicas de control de infecciones,
incluyendo la higiene de manos y la apropiada colocacion y cuidado de catéteres

intravasculares.

1.4.2 Factores de riesgo

La enfermedad invasiva debida a C. albicans y C. tropicalis se encuentra
normalmente precedida por previa colonizacion, siendo la transmision vertical,
tipicamente de madre a hijo durante el trabajo de parto, la mas comun para estos hongos
(185). En contraste, la enfermedad invasiva causada por C. parapsilosis puede ocurrir
sin previa colonizacion y es frecuentemente transmitida horizontalmente a través de
fuentes externas contaminadas, como dispositivos médicos o fluidos, las manos de los

trabajadores del area de la salud, dispositivos prostéticos y catéteres (185).
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El incremento en la frecuencia de infecciones por C. parapsilosis se ha atribuido
a varios factores de riesgo, incluyendo las capacidades selectivas del organismo para
proliferar en soluciones para hiperalimentaciéon y su afinidad por dispositivos
intravasculares y materiales prostéticos (185). Los individuos inmunocomprometidos,
como pacientes con VIH/SIDA y aquellos recientemente sometidos a procedimientos
quirtrgicos, particularmente cirugia del tracto gastrointestinal, se encuentran en alto
riesgo de infeccion con C. parapsilosis. Adicionalmente, pacientes que requieren el uso
prolongado de catéteres venosos centrales o dispositivos médicos, como pacientes
oncolégicos, se encuentran en elevado riesgo de infeccién con dicho organismo (185).

La nutricién parenteral, en particular, facilita la infeccion con C. parapsilosis
debido a que la levadura posee una ventaja de crecimiento selectivo en soluciones para
hiperalimentacion con elevadas concentraciones de glucosa (173, 195). Ademas, algunos
estudios de nutricion parenteral total muestran que puede incrementarse hasta en un 40%
el peso seco de biopeliculas, un factor de virulencia importante del patogeno (100).

La poblacién que se encuentra en especial riesgo de infeccion nosocomial por C.
parapsilosis son los neonatos prematuros de muy bajo peso (185). La colonizacion de la
piel o del tracto gastrointestinal es frecuentemente el primer paso en la patogénesis de la
candidosis invasiva y los neonatos se encuentran especialmente propensos a la
enfermedad dada la comprometida integridad de su piel, susceptibilidad frente a
infecciones del tracto gastrointestinal, necesidad de catéteres venosos centrales por largo
tiempo e intubacion endotraqueal prolongada (16).

Las manos de los trabajadores del area de la salud son los principales vectores en
la adquisicion exogena de C. parapsilosis. Como un comensal normal de la piel humana,
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este organismo plantea una grave amenaza para aquellos pacientes que interactiian con
trabajadores del area de la salud colonizados, particularmente cuando se violan los
protocolos estandar para la higiene apropiada de las manos (185). Aunque los
porcentajes varian de un estudio a otro, multiples trabajos reportan a C. parapsilosis
como la levadura mas comtinmente aislada a partir de las manos de trabajadores del area

médica (18, 163).

1.5 Espectro clinico de la candidosis

C. parapsilosis es un patdégeno oportunista importante, con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, el cual abarca desde infecciones superficiales, las cuales
afectan principalmente lecho ungueal de unas, foliculos e incluso oido medio, hasta
infecciones sistémicas, que pueden llegar a comprometer de manera importante la vida
del paciente. Eventualmente se han reportado casos esporddicos de peritonitis,
endoftalmitis, trastornos articulares, pancreatitis y meningitis debidos a C. parapsilosis,

sin embargo estos son poco frecuentes en la practica clinica (189).

1.5.1 Infecciones superficiales

C. parapsilosis frecuentemente es responsable de lesiones patologicas en ufias y
piel, con onicomicosis de tipo subungueal distal (47, 59, 119, 146, 168, 178). Dentro de
los factores de riego significativamente asociados con colonizacidn en pacientes se

encuentran: inmunosupresion, antibioticoterapia prolongada, nutricion parenteral,
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alargadas estancias hospitalarias, cirugia, asi como la utilizaciéon de dispositivos

médicos, diabetes mellitus y obesidad (15, 52, 59, 86).

1.5.2 Infecciones en mucosa

La principal mucositis debida a C. parapsilosis es la vulvovaginitis (189).
Después de la vaginosis bacteriana, la candidosis vaginal es la segunda infeccion vaginal
mas comun en los Estados Unidos (171) y C. albicans se encuentra asociada con el 85 al
95% de los casos. Sin embargo, recientemente hubo un incremento en el nimero de
casos de vulvovaginitis debida a especies de C. no-albicans, particularmente C.
parapsilosis, lo cual se asocié principalmente al uso indiscriminado de derivados
azolicos tanto orales como de aplicacion topica (123, 152, 171-172).

El papel de C. parapsilosis como un patdégeno vaginal y su relevancia como
agente causal de vulvovaginitis normalmente tiende a ser cuestionable, particularmente
por su papel como levadura comensal (123, 152). Sin embargo, las cepas vaginopaticas
se caracterizan por una mayor secrecion de proteinasas asparticas (3), lo cual conlleva
una importante implicacion clinica, ya que las Saps pueden comprometer especialmente
la integridad normal de la vagina por hidrolisis de la inmunoglobulina A de la mucosa

(46), una de las més efectivas barreras vaginales contra la infeccion.

1.5.3 Infecciones del tracto urinario
Las infecciones urinarias originadas por C. parapsilosis no son frecuentes (185).
Sin embargo, han aumentado notablemente en los ultimos afios y se encuentran

asociadas principalmente con la utilizacién de sistemas de drenaje urinario (29, 133,
16



179). La adherencia del organismo a la superficie de los mismos es un factor

determinante en la colonizacion e infeccion (179).

1.5.4 Infecciones sistémicas

C. parapsilosis se encuentra entre las especies de Candida causales mas comunes
de enfermedad invasiva en todo el mundo, asociada a una tasa de mortalidad promedio
cercana al 30% (185). Las enfermedades subyacentes que predisponen a la infeccion
son: cancer (162), anormalidades hematoldgicas, trasplantes y trastornos cronico-
degenerativos, particularmente la diabetes mellitus. Comparada con C. albicans, C.
parapsilosis es aislada con mayor frecuencia de neonatos, pacientes con catéteres

intravasculares, individuos que estén recibiendo nutricion parenteral y trasplantados

(185).

1.5.5 Endocarditis

Entre las endocarditis relacionadas con levaduras, C. parapsilosis es la especie
no-albicans mas comunmente aislada (67, 92). Los factores de predisposicion mas
relevantes son: la utilizacion de valvulas prostéticas, el consumo de drogas intravenosas,
nutricion parenteral, antibioticoterapia prolongada, enfermedad preexistente de valvulas
cardiacas, episodios previos de endocarditis y cirugia cardiovascular reconstructiva (23,
67,92, 157, 164, 183, 194).

El tejido cardiaco méds comunmente afectado es la vélvula aodrtica (56.9%),
seguida de la valvula mitral (29.1%), valvula tricuspide (4.1%), pared ventricular (2.8%)

y valvula pulmonar (1.4%), principalmente (67). El rango de mortalidad comprende del
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42 (64) al 65% (194). Las complicaciones mas comunes de endocarditis por C.

parapsilosis son embolia periférica y eventos hemorragicos (44%) (67).

1.5.6 Peritonitis

La peritonitis fingica se asocia a una seria morbilidad y posee una tasa de
mortalidad por encima del 44% (192), se trata de una complicacion poco comun pero
potencialmente fatal de la dialisis peritoneal ambulatoria continua (5, 24, 40-41, 88-89)
y C. parapsilosis se convirtid en los tultimos afos en el patdogeno etiologico mas
prevalente de dicha entidad clinica (41), este organismo posee la habilidad, bajo
elevadas concentraciones de glucosa, de adherirse facilmente a material prostético por
formacion extensiva de biopelicula en la superficie de catéteres plasticos (189). El
elevado contenido de glucosa del dializado y la implantacion del catéter constituyen
importantes factores que predisponen a pacientes de didlisis peritoneal a peritonitis

fungica debida a C. parapsilosis (41).

1.5.7 Endoftalmitis

C. parapsilosis se encuentra infrecuentemente vinculada con enfermedades
oculares invasivas. Sin embargo, se cuenta con escasos reportes de endoftalmitis,
particularmente infeccion post-operatoria, y queratitis (185). La endoftalmitis causada
por C. parapsilosis ha sido relacionada con extraccion quirirgica de catarata, trasplante
de cornea, implantacion de lentes intraoculares y tratamiento con esteroides (70, 154,

177).

18



1.5.8 Enfermedades articulares

La artritis fungica es poco frecuente y comiinmente asociada a Candida spp.
(185), siendo particularmente habitual entre consumidores de droga intravenosa (190).
La artritis causada por C. parapsilosis se encuentra asociada principalmente con protesis
articulares, probablemente debido a la habilidad del organismo para adherirse al plastico
(26, 36,79, 191), asi como también a la inoculacion directa del hongo en procedimientos
de artrocentesis (35). La artritis fungica es esporadica en individuos de edad avanzada y
dentro de los factores de predisposicion se encuentran: diabetes mellitus, utilizacion de

drogas intravenosas, asi como inmunosupresion (35).

1.5.9 Pancreatitis

La pancreatitis fungica debida a C. no-albicans ha incrementado su incidencia en
los Ultimos afios y es atribuible a diversos factores, entre los que destacan: el uso de
antibidticos de amplio espectro, nutricion parenteral, asi como el uso de agentes
inmunosupresores (153). S6lo unos pocos casos de infecciones pancreaticas (necrosis
pancreatica infectada y abscesos pancreaticos) ocasionadas por C. parapsilosis han sido

descritas (84, 101).

1.5.10 Meningitis

Las infecciones fungicas del sistema nervioso central conllevan riesgos serios y
potencialmente fatidicos y pueden ser causadas por una amplia gama de hongos (185),
siendo las especies del género Candida las tipicamente relacionadas con cuadros clinicos

de meningitis neutrofilica aguda (37). C. parapsilosis es un agente poco frecuente de
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meningitis fungica (185). La cirugia, terapia antibiotica, nutricion parenteral, foliculitis
cutanea y el uso de catéteres intravasculares e intraventriculares constituyen importantes

factores de riesgo para adquirir la enfermedad (83, 87, 194).

1.6 Diagnostico de laboratorio

Para llevar a cabo la identificacion de C. parapsilosis en el laboratorio de
diagnodstico clinico se cuenta con diversos métodos microbioldgicos convencionales,
cuyos criterios de identificacion requieren un enfoque similar a la identificacion
bacteriana debido a que las morfologias macroscopica y microscopica de las levaduras
son muy homogéneas, por lo que un limitado nimero de pruebas morfoldgicas son

importantes para la identificacion de estos organismos.

1.6.1 Meétodos microbiolégicos convencionales

La caracterizacion rigurosa de levaduras se efect@ia principalmente por sus
caracteristicas fisioldgicas o bioquimicas, mediante la utilizacion de ciertos métodos, los
cuales se pueden clasificar de manera general, por una parte en sistemas de
identificacion manual, siendo el sistema API 20C AUX el mas importante y por otro

lado, en sistemas de identificacion automatizada, de entre los que destacan: MicroScan y

Vitek (186).

1.6.1.1 APl 20C AUX. El sistema API 20C AUX de la compafiia bioMérieux

(Marcy [I’Etoile, Francia) es un micrométodo de asimilacion de carbohidratos
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especialmente disefiado para la identificacion de levaduras de relevancia clinica. Como
se muestra en la Figura 6, el sistema consiste en una galeria de 20 microcupulas, 19 de
las cuales poseen diferentes carbohidratos y un testigo, que carece de carbohidrato. El
sistema se basa en la capacidad del organismo para asimilar diferencialmente los
distintos carbohidratos, generandose asi un perfil bioquimico caracteristico, distintivo
del organismo en estudio. Una suspension de la levadura joven (24 h de incubacion),
preparada en solucion salina y ajustada a una turbidez conocida es transferida a un
medio especial de enriquecimiento, del cual se tomard para hidratar las microctipulas de
la galeria, la cual se incuba posteriormente a 30°C por 24 a 72 h. Todas las reacciones
son comparadas contra el testigo y los resultados son leidos y convertidos a un biotipo
numérico de seis digitos con el cual es posible llevar a cabo la identificacion manual

(tabla de codigos) o electronicamente (base de datos).
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Figura 6. Galeria API 20C AUX (186).

Este sistema para la identificacion de levaduras se considera como uno de los
mas utilizados en los laboratorios de diagnodstico y es quizd el mas ampliamente
evaluado y publicado de todos los sistemas comerciales actualmente disponibles en el
mercado, por lo que frecuentemente se le considera como el “estandar de oro” contra el
cual se hacen comparaciones frente a la implementacion de nuevos sistemas de

identificacion (186).
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1.6.1.2 MicroScan. El sistema MicroScan de la compafia Dade Behring (West
Sacramento, CA, E.U.A.) se encuentra compuesto de pruebas cromogénicas, asi como
de ensayos convencionales modificados para la identificacion de hongos levaduriformes
a partir de muestras clinicas (186). Se trata de una placa de 96 pocillos, los cuales
contienen 27 distintos sustratos cromogénicos deshidratados. Una suspension de la
levadura joven, preparada en agua y ajustada a una turbidez conocida es posteriormente
utilizada para hidratar los pocillos de las placas, y se incuba a 35 — 37°C por 4 h. Las
lecturas cromogénicas pueden efectuarse de manera visual o automatizada (Autoscan).
La interpretacion de los perfiles bioquimicos tiene lugar transformando los resultados
obtenidos en un biotipo numérico de 9 digitos, el cual es comparado frente a una base de

datos, o bien una tabla de cddigos para llevar a cabo la identificacion.

1.6.1.3 Vitek. El sistema Vitek de la compaiia bioMérieux (Durham, NC,
E.U.A.) utiliza una tarjeta compuesta de varias celdillas con sustratos deshidratados para
una amplia gama de pruebas bioquimicas (186). Se prepara una suspension de la
levadura joven en agua estéril, los tubos se colocan hasta la marca del sello de la tarjeta,
para que posteriormente, por vacio, sea succionada la muestra dentro de la tarjeta a
través de un conducto estéril. La unidad de lectura-incubacion mantiene un ambiente
controlado mientras las tarjetas se incuban, este sistema rota las tarjetas, permitiendo con
ello que las lecturas puedan ser efectuadas por una unidad laser y el fotodetector. Los
resultados obtenidos son analizados en el equipo por comparacion frente a su base de

datos antes de arrojar la identificacion del organismo en estudio.
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1.6.2 Ensayos moleculares

Debido a la elevada variabilidad genética inherente en C. parapsilosis, los
métodos microbiologicos convencionales no son de gran utilidad, motivo por el cual
cada vez mas se recurre a diversas herramientas moleculares, las cuales permiten
identificar de manera precisa a nivel de especie este complejo de organismos, entre los
principales ensayos moleculares destacan: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
el analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP), la tecnologia
del ADN polimorfico aleatoriamente amplificado (RAPD), analisis de secuencias
multilocus (MLST), asi como la secuenciacion de ciertos genes, como: el gen de la
deshidrogenasa alcohdlica secundaria (SADH) y los espaciadores transcripcionales

internos ITS1-1TS2.

1.7 Tratamiento y susceptibilidad antifungica

Actualmente no hay consenso respecto al tratamiento de la enfermedad invasiva
originada por C. parapsilosis, aunque el manejo terapéutico habitualmente incluye la
extraccion de cualquier cuerpo extrafio removible, asi como la administracion de
antifungicos sistémicos (185), entre los que se encuentran: anfotericina B, ciertos

compuestos azolicos, flucitosina y las equinocandinas.

1.7.1 Anfotericina B

Histéricamente, la anfotericina B ha sido el antifungico poliénico mayormente

utilizado. Sin embargo, la administracion de éste farmaco puede complicarse con
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nefrotoxicidad, requiriendo necesariamente un ajuste en la dosis del firmaco o la
suspencion de la terapia (117). El riesgo significativo de toxicidad, especialmente en
pacientes con falla renal (10) llevo al desarrollo de formulaciones lipidicas del farmaco,
las cuales poseen efectividad similar con una reduccion en sus efectos toxicos (2, 107,
126). Se han publicado diversos reportes de casos individuales que documentan
resistencia a anfotericina B en cepas infectantes (187, 198), asi como también estudios
que reportan una resistencia in vitro de C. parapsilosis a anfotericina B en una tasa del 2
al 3% (128). Los valores promedio de CMlsp, y CMlgg, documentados para C.
parapsilosis son de 0.13 a 1 pg/mL y de 0.5 a 1 pg/mL, respectivamente (60, 99, 111,
114, 128, 144). Por tanto, aunque se ha presentado resistencia en cepas individuales de
C. parapsilosis durante el tratamiento, el principal problema de la terapia convencional

con anfotericina B radica en su baja solubilidad en agua y por ende, en su toxicidad (54).

1.7.2 Fluconazol

El fluconazol es cominmente administrado como alternativa a la anfotericina B y
aunque es altamente efectivo para el tratamiento de candidosis sistémica, hay reportes de
resistencia in vitro entre especies de C. no-albicans, especialmente C. glabrata y C.
krusei (60, 147, 184). Ensayos de susceptibilidad in vitro revelaron un indice de
resistencia del 0 al 4.6% (6, 128, 141, 145, 147), con valores promedio de CMIsq, y
CMlIygy, de 0.5 a 1 pg/mL y de 1 a 2 pug/mL, respectivamente (60, 99, 111, 114, 128,

144).
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1.7.3 Otros azoles

Se reportd resistencia in Vvitro a itraconazol en aislamientos de C. parapsilosis,
con un indice del 1.5 (6) al 4% (128). Por otra parte, voriconazol presenta valores mas
bajos de CMlIsq, (< 0.03 pg/mL) y CMlIggy, (< 0.03 a 0.12 pg/mL) con respecto a la
anfotericina B y azoles viejos usualmente utilizados contra C. parapsilosis (60, 110-111,
115, 128, 147). La resistencia in Vvitro a voriconazol es rara, con reportes tempranos que
muestran un 100% de susceptibilidad (143). Recientemente, un andlisis de 9, 371
aislamientos de C. parapsilosis mostré que solo el 1.9% fue resistente a voriconazol y
que el 36.7% de los aislamientos resistentes a fluconazol fueron susceptibles a
voriconazol (141), quedando de manifiesto la resistencia cruzada entre los compuestos
azolicos. Adicionalmente, se reportd resistencia a voriconazol entre cepas clinicas
previamente expuestas a fluconazol (118) y se identificaron cepas causantes de brotes

nosocomiales con susceptibilidades reducidas a fluconazol y voriconazol (31).

1.7.4 Flucitosina

Aunque actualmente ya no es muy utilizada, la flucitosina o 5-fluorocitosina (5-
FC) se administra en combinacién con anfotericina B o azoles, especialmente en el
manejo de la meningitis por Candida spp. (56, 170). La monoterapia se encuentra
contraindicada debido al riesgo de surgimiento de resistencia, particularmente durante
administracion prolongada como en el caso de endocarditis (81). Aunque un estudio
publicado en 1975 reportd tasas de resistencia in vitro del 23% para C. parapsilosis,
publicaciones recientes reportan tasas de resistencia a fluocitosina del 2 al 6.4% (128,

149).
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1.7.5 Equinocandinas

Las equinocandinas son una nueva linea de agentes antifingicos e incluyen la
caspofungina, la micafungina y la anidulafungina. Estos farmacos interfieren en la
sintesis de la pared celular por inhibiciobn no competitiva de la B-1,3-D-glucano
sintetasa, una enzima que genera polimeros de glucano, el principal componente de la
pared celular fungica (185). La caspofungina posee una potente actividad antifingica y
ha mostrado ser tan efectiva y de menor toxicidad que la anfotericina B en el tratamiento
de la candidosis invasiva causada por C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C. lipolytica y C. rugosa (116, 175). Sin embargo,
las CMI’s de caspofungina para C. parapsilosis son altas en comparacion de otras
especies de Candida, con valores promedio de CMIsqp, y CMIggy, comprendidos entre
0.85a2 pg/mL y 2 a 233 pg/mL, respectivamente (11-12, 60, 99, 128). Esta tendencia
en susceptibilidad de C. parapsilosis se extiende también a otras equinocandinas. Por
ejemplo, micafungina posee una CMIsgy, promedio de 1 pg/mL y una CMlgg, promedio
> 2 pg/mL para C. parapsilosis (103, 128), mientras que anidulafungina tiene una
CMlIsgy, promedio de 2 pg/mL y una CMlIygy, promedio > 2 pg/mL (111, 128, 137).

Aunque el origen de la resistencia de C. parapsilosis a las equinocandinas atin no
se encuentra claramente comprendido, se hipotetiza que puede ocurrir debido a cambios
en la subunidad Fksl de la glucano sintetasa (132, 151). El complejo C. parapsilosis
posee frecuentemente un polimorfismo que resulta en la sustitucion de una alanina en la
posicion 660 por una prolina conservada, presente en la subunidad Fsk1 de otros hongos
(66). La cadena respiratoria mitocondrial Gnica de C. parapsilosis podria jugar también

un papel importante para su baja susceptibilidad a las equinocandinas, como lo demostrd
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Chamilos y cols. (39) en un estudio publicado en 2006 donde observaron un decremento
en la CMI de caspofungina después de una inhibicion simultdnea de todas las vias

respiratorias del organismo.

1.8 Variabilidad genética de C. parapsilosis

En 1987, Scherer y Stevens (167) establecieron que los métodos moleculares de
identificacion microbiana ofrecian ventajas potencialmente importantes por encima de
los métodos microbioldgicos convencionales, motivo por el cual propusieron la
aplicacion de la técnica RFLP para el andlisis de 19 aislamientos clinicos identificados
convencionalmente por medio del sistema API 20C AUX como C. parapsilosis. En este
estudio se descubrieron tres distintos patrones de restriccion no reportados previamente
en la literatura, con lo cual se sugirio que C. parapsilosis poseia una elevada variabilidad
genética, mayor incluso que la reportada hasta entonces para C. albicans y C. tropicalis.
Posteriormente, en 1992, Lehmann y cols. (104) utilizando RAPD para el estudio de 8
aislamientos clinicos identificados de manera convencional con sistemas API 20C AUX
como C. parapsilosis, encontraron tres distintos patrones, los cuales fueron clasificados
dentro de tres grupos diferentes bajo la misma especie parapsilosis (C. parapsilosis
grupo I, C. parapsilosis grupo II y C. parapsilosis grupo III). En el estudio se concluyo
que habia al menos tres “especies” fenotipicamente indistinguibles caracterizadas como
C. parapsilosis cuando ésta levadura era identificada por medio de procedimientos
microbiologicos convencionales.

Por su parte, en 1995 Lin y cols. (106) basados en perfiles de actividad

enzimatica, particularmente de las enzimas: estearasa, superoxido dismutasa y glucosa-
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6-fosfato deshidrogenasa, ademas de la secuenciacion del ITS1; y Roy y Meyer (156) en
1998, apoyados en estudios de homologia del ADN y patrones de restriccion,
confirmaron la existencia de tres distintos genotipos de C. parapsilosis pobremente
relacionados a nivel de especie, apoyando con esto su division temprana en tres especies
separadas, independientes filogenéticamente una de la otra.

Encontrando ya de manifiesto la heterogeneidad genética existente en C.
parapsilosis, en 2004, Rycovska y cols. (160) estudiaron la variabilidad polimorfica del
ADN mitocondrial entre los distintos grupos del complejo C. parapsilosis, encontrando
que dicho genoma se componia de una secuencia génica semejante en los tres grupos de
C. parapsilosis, pero poseia ademas importantes modificaciones en la arquitectura
molecular particular de cada grupo. Los investigadores descubrieron que el ADN
mitocondrial de C. parapsilosis grupo I y C. parapsilosis grupo III era linearizado y
presentaba en sus extremos telomeros mitocondriales de 738 pb en el grupo I y 620 pb
en el grupo III. Por otro lado, C. parapsilosis grupo II poseia ADN mitocondrial
circularizado de un tamafio aproximado a las 23 kilobases. Estos hallazgos permitieron
la caracterizacion de los tres grupos de C. parapsilosis, por lo que el analisis de perfiles
de ADN mitocondrial vino a representar una poderosa herramienta molecular con
aplicaciones potenciales en la genotipificacion de C. parapsilosis.

Finalmente, en 2005 Tavanti y cols. (180) tras analizar 32 aislamientos clinicos
identificados convencionalmente con sistemas API-20C AUX como C. parapsilosis con
diversas técnicas moleculares tales como RAPD, MLST, RFLP (con la amplificacion del
gen SADH y su posterior digestion con Banl) y secuenciacion de los ITS’s, encontraron
que tras comparar la secuencia del ITS1 de los tres grupos de C. parapsilosis con la de
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otras 15 distintas especies de Candida y Saccharomyces cerevisiae, C. parapsilosis
grupo II y C. parapsilosis grupo III se encuentran mas relacionadas filogenéticamente
con respecto a C. parapsilosis grupo I y que la distancia filogenética que separa a C.
dubliniensis de C. albicans es la misma que separa los tres grupos de C. parapsilosis.
Motivo por el cual fue necesaria una re-estructuracion del complejo C. parapsilosis, para
lo cual los investigadores propusieron que todos los organismos anteriormente
conocidos como C. parapsilosis grupo I se designen tnicamente como C. parapsilosis
en sentido estricto y propusieron la creacion de dos nuevas especies: Candida
orthopsilosis, para designar a aquellos organismos anteriormente conocidos como C.
parapsilosis grupo II y Candida metapsilosis, para designar a aquellos organismos
conocidos con anterioridad como C. parapsilosis grupo III. Dichos nombres asignados
fueron irénicamente elegidos por la manera en la cual los prefijos “ortho”, que
originalmente significaba “derecho” o “correcto” y “meta”, “con” o “después”, han sido
utilizados por los quimicos, junto con “para” para denotar las diferentes posiciones que
pueden tomar diversas funciones quimicas en un anillo aromatico (180).

También en 2005, lida y cols. (85) reportaron haber encontrado en cinco
aislamientos clinicos procedentes de Brasil secuencias de la region ITS diferentes a lo
reportado hasta entonces, por lo que sugirieron la presencia de un genotipo distinto y de
esta manera, propusieron un nuevo grupo genético (IV) dentro del complejo C.
parapsilosis. Los porcentajes de homologia en la region ITS1 del grupo propuesto con
respecto al grupo I, IT y III fueron del 87.4%, 94.7% y 87.3%, respectivamente.

Desde que C. parapsilosis se reestructuré como un complejo de especies, se han

implementado  diversas metodologias de identificacion molecular, basadas
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principalmente en RFLP (7, 180), secuenciacién de la region no codificante ITS (21,
72), perfiles de ADN mitocondrial (122) y la utilizacién de marcadores microsatelitales
(161). Por otro lado, el método de AFLP también se ha utilizado no s6lo para confirmar
la identificacion de especie, sino también para evaluar la relacion genética de C.
parapsilosis (182), C. orthopsilosis (181) y C. metapsilosis (80). Sin embargo, pese a su
elevada sensibilidad y robustez todas estas técnicas consumen mucho tiempo,
haciéndolas poco practicas y dificilmente adaptables a la rutina actual de diagndstico
clinico, por lo que en 2008 se desarrolld6 una PCR en tiempo-real con analisis de
temperatura melting con la finalidad de identificar 6 especies clinicamente relevantes de
Candida, incluyendo C. parapsilosis (93). Sin embargo, esta técnica no se optimizo para
permitir la identificacion precisa a nivel de especie del complejo C. parapsilosis, razon
por el cual en 2010, Hays y cols. (78) desarrollaron una prueba rapida utilizando la
misma técnica molecular, capaz de discriminar mediante analisis de curvas melting las
tres especies estrechamente relacionadas del complejo, por lo que este nuevo enfoque

podria resultar muy util para futuras investigaciones clinicas y epidemiologicas.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La candidosis es la micosis oportunista de mayor incidencia a nivel mundial,
representando un importante problema de salud publica y siendo C. parapsilosis una de
las especies no-albicans mas frecuentemente responsable de cuadros fungémicos en
varias partes del mundo, incluida Latinoamérica. Recientemente, y con base en
hallazgos moleculares, se ha demostrado que C. parapsilosis es un complejo, el cual
requiere la identificacion precisa de sus especies. En México, se carece de informacion
referente a la incidencia, distribucion y perfiles de susceptibilidad antifingica de las
especies que conforman el complejo C. parapsilosis, motivo por el cual es imperativa la

necesidad de estudiar el comportamiento epidemiologico de las mismas en nuestro pais.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Identificar con base en pruebas moleculares aislamientos clinicos previamente
tipificados de manera convencional como C. parapsilosis, asi como caracterizarlos en

base a sus perfiles de susceptibilidad antifungica.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar, mediante métodos moleculares, aislamientos clinicos
previamente identificados de manera convencional como C. parapsilosis.
2. Determinar los perfiles de susceptibilidad de los aislamientos clinicos frente

a distintos antifungicos.
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CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Estrategia general

Para dar cumplimiento al objetivo del trabajo se estableci6 la siguiente estrategia
general: a partir de una coleccion de 344 aislamientos de origen clinico identificados
convencionalmente como C. parapsilosis mediante el sistema API 20C AUX vy
sometidos a reactivacion metabdlica, se llevd a cabo su genotipificacion mediante la
técnica molecular RFLP para su identificacion precisa a nivel de especie. Para lo cual se
obtuvo el ADN de los aislamientos mediante el método de lisis térmica, se amplifico el
gen SADH vy el producto obtenido se someti¢ a digestion enzimatica con la enzima de
restriccion Banl. Adicionalmente, los aislamientos también se caracterizaron
fenotipicamente en base a sus perfiles de susceptibilidad frente a los antiftingicos:

fluconazol, caspofungina, anidulafungina y micafungina.

4.2 Aislamientos del complejo C. parapsilosis

Se analizaron 344 aislamientos del complejo C. parapsilosis, las cepas fueron
recolectadas de 1999 a 2010 y enviadas al Laboratorio de Micologia del Centro Regional

de Control de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Microbiologia Médica de
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la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Los aislamientos
fueron identificados convencionalmente mediante la utilizacion del sistema API 20C
AUX y se mantuvieron en suspension en agua estéril para su almacenamiento a
temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Todos los aislamientos analizados fueron de procedencia clinica, 197
hemocultivos (109 pediatricos), 29 aislamientos procedentes de cavidades estériles (17
de orina, 7 de liquido peritoneal, 2 de lavado bronquio-alveolar, 1 de liquido
cefalorraquideo, 1 de bilis y 1 de secrecion otica) y 118 de infecciones superficiales (54

de ufias, 52 de piel y 12 de mucosas).

4.3 ldentificacion molecular

Para la identificacion precisa a nivel de especie de los aislamientos, se utilizo la
técnica molecular RFLP. En la Figura 7 se presenta la metodologia que se sigui6 para la

identificacién molecular.

4.3.1 Obtencion del ADN

Para llevar a cabo la obtencion del material genético de los aislamientos, éstos se
sembraron en placas de agar papa-dextrosa (APD), las cuales se incubaron (Incubadora
American Gold Series, modelo IS-81) a 37°C por espacio de 24 h, posterior a esto las
células se sometieron a un proceso de lisis térmica, dicho proceso consistido en ajustar
una suspension celular de los aislamientos a una turbidez equiparable con el tubo

nimero 1 del nefelometro de McFarland (equivalente a 3 X 10® células/mL),
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posteriormente se tomd 1 mL de la suspension y se centrifugdé por 5 minutos a 14, 000
r.p.m. (Centrifuga Labnet, modelo Hermle Z 233 MK-2), a continuacién se descarto el
sobrenadante y se re-suspendio el paquete celular en 100 pL de agua destilada estéril.
Finalmente, la suspension se sometid a ebullicion llevandola a 100°C por 10 min (Bafio
de agua LAB-LINE, modelo Imperial IV), se centrifugd por 5 minutos a 14, 000 r.p.m. y
se recuperd el sobrenadante. Los lisados celulares obtenidos se almacenaron en

congelacion a -20°C (Congelador SANYO Biomedical Freezer) hasta su utilizacion.

4.3.2 Evaluacion de la funcionalidad del ADN

La funcionalidad del ADN obtenido se evalu6 mediante la amplificacion del
fragmento génico que comprende el espaciador transcripcional interno 1 (ITS1), el gen
ribosomal 5.8S y el espaciador transcripcional interno 2 (ITS2), utilizando los
iniciadores previamente reportados en 1990 por White y cols. (197). Los iniciadores
fueron sintetizados por la compaiiia Bioselec, S.A. de C.V. y sus secuencias son: ITS5
5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ e ITS4 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3". A partir de los stocks ajustados a 50 pMol/uL se
efectuaron diluciones 1:10 con agua estéril grado biologia molecular (Mediatech, Inc.,
Manassas, VA, E.U.A.) para utilizarse posteriormente como soluciones de trabajo.

Las condiciones de amplificacion de la PCR punto final utilizada fueron las
siguientes: 1 ciclo de 4 min a 95°C para la desnaturalizacidn inicial, seguido por 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1.30 min y
extension a 72°C por 1.30 min. La extension final fue a 72°C por 5 min

(Termocicladores: “PCR Sprint”, Hybaid y PXE 0.2 Thermal Cycler, Thermo Electron
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Corporation). Por otro lado, la mezcla de reaccion de volumen final de 25 pL estuvo
conformada como sigue: 5 puL de lisado celular, buffer de reaccion NH4 pH 8.8 (Bioline,
USA Inc., Boston, MA, E.U.A.), compuesto de: (NH4),SO4 16 mM, Tris-HCI 67 mM y
Tween-20 0.01%, MgCl, 2 mM (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.), dNTP’s 0.8
mM (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.), 0.2 pMol/uL de cada iniciador, albumina
sérica bovina 0.02% (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japon) y 2.5 U de Taq ADN
polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.).

Posteriormente, y con la finalidad de verificar la presencia del amplicon
esperado, de aproximadamente 500 a 600 pb, se montd una electroforesis convencional
en un gel de agarosa al 1.5% (Camara de electroforesis Thermo Maxicel Primo EC 340),
el gel se tiid con bromuro de etidio (2 pg/mL) y finalmente se revelo en un
transiluminador UV (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3

Darkroom).

4.3.3 Amplificacion del gen SADH

El ADN obtenido se empled como templado para la amplificacion del gen SADH
mediante la utilizacion de los iniciadores reportados previamente en 2005 por Tavanti y
cols. (180). Los iniciadores se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México y sus secuencias son las siguientes: SADH-
Forward 5'-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3" y SADH-Reverse 5'-
CAATGCCAAATCTCCCAA-3". La concentracion de ambos iniciadores se ajusto a 50
pMol/uL (stocks), a partir de la cual se efectuaron diluciones 1:10 con agua estéril grado

biologia molecular para utilizarse posteriormente como soluciones de trabajo.

36



Se estandarizo6 una PCR de punto final, cuyas condiciones oOptimas de
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 3 min a 94°C para la desnaturalizacion
inicial, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a
50°C por 1 min y extension a 72°C por 1 min. La extension final fue a 72°C por 5 min.
Por otra parte, las condiciones estandarizadas de la mezcla de reaccién de volumen final
de 25 pL fueron las siguientes: 7.5 pL de lisado celular, buffer de reaccion NH4 pH 8.8
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.), compuesto de: (NH4),SO4 16 mM, Tris-HCI
67 mM y Tween-20 0.01%, MgCl, 6 mM, dNTP’s 0.8 mM, 0.35 pMol/uL de cada
iniciador, albumina sérica bovina 0.03% y 2.5 U de Taq ADN polimerasa.

Finalmente, se mont6 una electroforesis convencional en un gel de agarosa al
1.5% tefiido con bromuro de etidio (2 pg/mL), con la finalidad de verificar, tras observar
el gel a través de un transiluminador UV, la presencia del amplicén esperado, de

aproximadamente 716 pb.

4.3.4 Digestion enzimatica de los productos de PCR

Después de la amplificacion del gen SADH, el siguiente paso para la
identificacion molecular de los aislamientos es la digestion enzimatica de los productos
de PCR con la enzima de restriccion Banl. Las condiciones utilizadas de la mezcla de
digestion de volumen final de 20 pL fueron las siguientes: 16.8 uL de producto de PCR,
buffer NE 4 pH 7.9 (New England BioLabs Inc., Country Road, Ipswich, MA, E.U.A.),
compuesto de: acetato de potasio 55 mM, acetato de Tris 22 mM, acetato de magnesio
11 mM vy ditiotreitol 1.1 mM, albumina sérica bovina 1.1 mg/mL (New England

BioLabs Inc., Country Road, Ipswich, MA, E.U.A.) y 10 U de Banl (New England
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BioLabs Inc., Country Road, Ipswich, MA, E.U.A.). Las digestiones se incubaron por
toda una noche a 37°C.

Por ultimo, los fragmentos de restriccion generados se separaron en base a su
relacion masa-carga mediante una electroforesis convencional en un gel de agarosa al
2.5%, el gel se tind con bromuro de etidio (2 pg/mL) y finalmente se reveldo en un
transiluminador UV.

Como se muestra en la Figura 8, esta reportado que C. parapsilosis se identifica
por un patron de restriccion compuesto de una banda cercana a las 521 pb y otra mas de
196 pb, mientras que C. metapsilosis presenta un patrén integrado por 4 bandas cuyos
tamafios comprenden desde los 370 pb hasta los 60 pb (370, 188, 93 y 60 pb); por otro
lado, C. orthopsilosis no posee sitios de escision para Banl, por lo que en el gel
unicamente se observara el producto amplificado originalmente. Se utilizaron como
controles de calidad las cepas: C. parapsilosis ATCC 22019, C. orthopsilosis ATCC

96139 y C. metapsilosis ATCC 96144.
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Figura 7. Metodologia para la identificacion molecular.
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Figura 8. Patrones de restriccion del gen SADH caracteristicos de las especies del complejo C.
parapsilosis (169). Carril 1: C. metapsilosis ATCC 96144, carril 2: C. orthopsilosis ATCC

96139, carril 3: C. parapsilosis ATCC 22019 y carril M: marcador de peso molecular de 100 pb.

4.4 Susceptibilidad antifangica in vitro

Los ensayos de susceptibilidad antifingica in vitro se efectuaron utilizando el
método de macrodiluciéon en tubo, de acuerdo con los lineamientos estipulados en el
documento M27-A3 del CLSI de los Estados Unidos de América (28). En la Figura 9 se

esquematiza la metodologia seguida para las pruebas de susceptibilidad antifiingica.

4.4.1 Agentes antifungicos
Los farmacos antifungicos utilizados en el trabajo fueron obtenidos de sus

. ~ 7 , . . . . . ®
respectivas compafias farmacéuticas, siendo los siguientes: fluconazol (Diflucan;
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Pfizer, Amboise, Cedex, Francia), caspofungina (Cancidas®™; Merck & Co, Inc.,
Whitehouse Station, N.J., E.U.A.), anidulafungina (Equaltha”; Ben Venve Laboratories,
Inc., Northfield Road Bedford, OH, E.U.A.) y micafungina (Mycamine®; Astellas
Pharma Inc., Tokio, Japon).

Se efectud una serie de diluciones de los antifingicos utilizando agua destilada
estéril como disolvente, a excepcion de anidulafungina, con la cual se utilizo DMSO al
100% (Merck Schuchardt OHG, Hohenbruun, Alemania). Posteriormente, se coloco 0.1
mL de cada concentracion en tubos de poliestireno de 5 mL de fondo redondo con tapon
de doble tope estériles, a excepcion de anidulafungina, de la cual se dispensaba 0.01 mL.
Los tubos se almacenaron en congelacion a -20°C hasta su utilizacion. El rango de
concentraciones que se manejo para los antifungicos utilizados fue el siguiente: 0.125-64
pg/mL para el fluconazol y 0.015-8 pg/mL para las tres equinocandinas ensayadas

(caspofungina, anidulafungina y micafungina).

4.4.2 Preparacion del inoculo

Cada aislamiento se sembré en APD y se incub6 a 37°C por 24 h.
Posteriormente, se tomaron 5 colonias aisladas de aproximadamente 5 milimetros de
diametro y se suspendieron en solucion salina al 0.85% estéril. La concentracion de la
suspension celular resultante se ajustd6 a wuna transmitancia del 85% +1
(Espectrofotometro Sequoia-Turner, modelo 340) a una longitud de onda de 530 nm, lo

que corresponde a una concentracion de indculo de 1-5 x 10° células/mL.
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4.4.3 Prueba de Macrodilucion

Para llevar a cabo el método de macrodiluciéon en tubo, se prepard una dilucion
1:100 con solucién salina al 0.85% estéril y la suspension del indculo previamente
ajustado (9.9 mL de solucion salina + 0.1 mL del in6culo) y posterior a esta dilucion, se
realizé una dilucion 1:20 con el medio RPMI 1640 (Hardy Diagnostics, Santa Maria,
CA, E.U.A.) estéril en tubos Falcon estériles de 50 mL (47.5 mL del medio RPMI 1640
+ 2.5 mL de la dilucién 1:100). Se agregd 0.9 mL de esta dilucion a los tubos con las
diferentes concentraciones del fA&rmaco, con excepcion de anidulafungina, en la cual se
adicion6 0.99 mL. Se incluyd un tubo control libre de farmaco, asi como un tubo control
que contenia solo indculo y DMSO al 100%, tnicamente en el caso de anidulafungina.
Los tubos se incubaron a 37°C y pasadas 24 y 48 h se efectuaron lecturas para el 50% de
inhibicion del crecimiento microbiano.

La CMI se defini6 como la concentraciéon mds baja de antifungico que no
presento crecimiento del organismo.

Para el control de calidad se emplearon las cepas: C. parapsilosis ATCC 22019 y
C. krusei ATCC 6258. Los limites de las CMI’s recomendados para las cepas control en
las pruebas de susceptibilidad para los antifingicos correspondientes se muestran en la

Tabla 1 (135).
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Tabla 1. Rangos de susceptibilidad establecidos por el CLSI para las cepas control frente al

antifngico fluconazol (método de macrodilucion en tubo).

Cepa control Fluconazol

(ug/mL)

C. parapsilosis ATCC 22019 2.0-8.0

C. krusei ATCC 6258 16.0-64.0

Se determind el rango, media geométrica (MG), CMlIspy, y CMlggy, de los

resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad.

“ii e
Siembra APD Suspension Ajuste85+1 %T Dilucion con
(7°C,24 b (=530 nm) RPMI 1640

Antifungico | Rangode concentracion
(ng/mL)
FLU

0.125- 64
Lectura CMI —
(50 % inhibicién) £
p— 0.015-8
Incubacion MIC

37°C, 24y 48
s e “Disolvente DMSO

Figura 9. Metodologia para los ensayos de susceptibilidad antifingica in vitro.
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CAPITULO5

RESULTADOS

5.1 Identificacién molecular

En la Figura 10 se muestra la imagen de un gel de agarosa al 1.5%, donde se
evidencia la amplificacion del gen SADH de las 3 cepas control utilizadas y 3
aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis. Por otra parte, en la Figura 11 se
observa, en un gel de agarosa al 2.5%, los patrones de restriccion generados tras la
digestion de los amplicones anteriores con la enzima de restriccion Banl.

Los resultados obtenidos de la identificacion molecular de los aislamientos
clinicos del complejo C. parapsilosis se presentan en la Tabla 2, los datos se encuentran
clasificados en base a la procedencia clinica de los aislamientos y a la identificacion
precisa de los mismos mediante la técnica molecular RFLP. C. parapsilosis en sentido
estricto fue el organismo mas frecuente, siendo particularmente habitual en sangre, piel
y ufias; mientras que C. orthopsilosis y C. metapsilosis representaron menos del 10% del
total de los aislamientos estudiados y procedieron principalmente de sangre y piel,

respectivamente.

44



1000 pb

700 pb
300 pb

300 pb

100 pb

(Agarosa, 1.5%)

Figura 10. Amplificacion del gen SADH. Carril 1: C. parapsilosis ATCC 22019, carril 2: C.
orthopsilosis ATCC 96139, carril 3: C. metapsilosis ATCC 96144, carriles 4 a 6: aislamientos
clinicos del complejo C. parapsilosis y carril M: marcador de peso molecular de 100 pb

(HyperLadder IV, Bioline, MA, E.U.A.).
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Figura 11. Digestion enzimatica del gen SADH. Carril 1: C. parapsilosis ATCC 22019, carril 2:
C. orthopsilosis ATCC 96139, carril 3: C. metapsilosis ATCC 96144, carriles 4 a 6: aislamientos

clinicos del complejo C. parapsilosis y carril M: marcador de peso molecular de 100 pb.
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Tabla 2. Identificacion molecular de los aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis.

Espécimen clinico n C. parapsilosis  C. orthopsilosis C. metapsilosis
Hemocultivos | 197 176 20 1
Unas | 54 48 6 0
Tomas de piel | 52 50 0 2
Orinas | 17 16 1 0
Mucosas | 12 11 0 1
Liquidos peritoneales 7 5 2 0
Lavados bronquio-alveolares 2 2 0 0
Liquido cefalorraquideo 1 1 0 0
Bilis 1 1 0 0
Secrecion otica 1 1 0 0
TOTAL | 344 311 29 4

5.2 Susceptibilidad antifangica in vitro

La Tabla 3 concentra los resultados de las pruebas de susceptibilidad in vitro de
los 344 aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis, analizados por el método de
macrodilucion en tubo. Los datos se presentan como rango, media geométrica y CMI
(ug/mL) necesaria para inhibir el 50% y 90% de los aislamientos ensayados. C.
parapsilosis en sentido estricto y C. orthopsilosis mostraron perfiles de susceptibilidad
antifingica muy semejantes entre si frente a los farmacos probados. Por otra parte,
debido al reducido niimero encontrado de aislamientos de C. metapsilosis, no fue posible

establecer patrones de susceptibilidad antifingica estadisticamente validos.
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Tomando como base que un aislamiento es considerado resistente a fluconazol
con una CMI > a 64 pg/mL y resistente a cualesquiera de las equinocandinas con una
CMI > a 8 pg/mL, el 10% del total de los aislamientos analizados, todos identificados
como C. parapsilosis en sentido estricto, presento resistencia a ciertos antifingicos. La
Tabla 4 retne los fenotipos de resistencia antifungica de los aislamientos
drogoresistentes, presentados como resistencia unica frente a cada una de las cuatro

drogas ensayadas y resistencia cruzada a las equinocandinas.
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Tabla 3. Susceptibilidad antifungica in vitro de los aislamientos clinicos del complejo C.

parapsilosis.
CMI (pg/mL)
Organismo o
(n) Antifingico  Rango MG?®*  50%°  90%°
C. parapsilosis FLU 0.5-64 2.37 2 8
(311)
CAS 0.125-8 0.53 0.5 1
ANI 0.06-8 1.21 1 2
MIC 0.06-8 1.22 1 2
C. orthopsilosis FLU 0.5-32 3.23 4 8
(29)
CAS 0.125-2 0.45 0.5 0.5
ANI 0.5-2 1.07 1 2
MIC 0.25-2 0.98 1 2
C. metapsilosis FLU 2-16 4.76
(4)
CAS 0.125-0.5 0.25
ANI 0.5-1 0.59
MIC 0.25-0.5 0.35

& Media Geométrica
b CMI en la cual el 50% de los aislamientos fueron inhibidos

© CMI en la cual el 90% de los aislamientos fueron inhibidos
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Tabla 4. Fenotipos de resistencia antifiingica de los aislamientos drogoresistentes.

n Aislamientos resistentes (%o resistencia)

Organismo
(n Total) FLU CAS ANI MIC Resistencia
cruzada
C. parapsilosis 9 (2.9%) 2 (0.6%) 12 (3.9%) 7 (2.3%) 4 (1.3%)%
(311)

% 3 aislamientos resistentes a ANI 'y MIC, 1 a CAS y ANI
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CAPITULO 6

DISCUSION

La candidosis es una micosis oportunista importante cuya prevalencia se ha
incrementado en los ultimos afios, debido principalmente al aumento en la poblacion
inmunocomprometida. Recientemente, y con base en diversos estudios epidemiologicos,
se sabe que ocurri6 un cambio importante entre las especies responsables de candidosis,
siendo actualmente las especies de C. no-albicans los principales agentes etiologicos de
dicha entidad clinica en varias partes del mundo (185). En México, especificamente
Monterrey, Nuevo Leoén, C. parapsilosis es la principal especie causal de candidosis
sistémica, asociada a una elevada tasa de morbi-mortalidad, ademas de una prolongada
estancia hospitalaria (74). Por otra parte, evidencias moleculares reconocieron la
existencia de tres grupos distintos de C. parapsilosis (grupos I, II y III), estudios
subsecuentes enfocados en los niveles de heterocigocidad y en las formas lineal y
circular del genoma mitocondrial en C. parapsilosios apoyaron la existencia de estas
distintas especies (160). En 2005, tras un exhaustivo andlisis de secuenciacion de varios
genes, los grupos II y III fueron reclasificados como dos nuevas especies separadas de
C. parapsilosis y fueron nombradas C. orthopsilosis y C. metapsilosis, respectivamente

(180). En afios recientes se han hecho descripciones de nuevas especies en algunos otros
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hongos antropofilicos patdogenos, como por ejemplo: Pneumocystis carinni (14),
Coccidioides immitis (96), Sporothrix schenckii (112) y Pseudallescheria boydii (71).

En este estudio, después del analisis molecular de una extensa coleccion de
aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis, se encontré que el 90.4%
correspondio a C. parapsilosis en sentido estricto, mientras que el 8.4% y 1.2%
correspondieron a C. orthopsilosis y C. metapsilosis, respectivamente. Es importante
resaltar la relevancia de complementar los métodos bioquimicos convencionales de
identificacion microbiana con ensayos moleculares como la PCR, ya que estos ultimos
proveen mayor poder discriminatorio. Los resultados obtenidos proporcionaran
conocimiento referente a la distribucion local de C. parapsilosis en sentido estricto, C.
orthopsilosis y C. metapsilosis en Monterrey, Nuevo Ledn, México. Los valores
encontrados en este trabajo concuerdan con informacion reportada por un estudio global
de caracter internacional, el cual reportd un 91.3% de aislamientos de C. parapsilosis en
sentido estricto, 6.1% de aislamientos de C. orthopsilosis y 1.8% de aislamientos de C.
metapsilosis (108).

Este trabajo soporta la suposicion de que C. parapsilosis en sentido estricto es
predominante en aislamientos clinicos, especialmente de pacientes con infeccion
sistémica. De manera interesante, los aislamientos de C. orthopsilosis y C. metapsilosis
fueron obtenidos también a partir de otros especimenes bioldgicos, tales como uias,
liquido peritoneal, piel y superficies mucosas. La elevada prevalencia de C. parapsilosis
en sentido estricto puede encontrarse relacionada a su naturaleza ubicua, dado que éste
organismo es comunmente aislado de diversas fuentes ambientales, y eventualmente

¢éstas fuentes pueden representar rutas potenciales para la transmision nosocomial (95,
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105) y/o puede relacionarse a un amplio conjunto de factores de virulencia a
comparacion de las otras dos especies (47, 65, 159). De hecho, en 2007, Gécser y cols.
(65) publicaron un estudio acerca de la virulencia de las tres recientemente
reestructuradas especies del complejo C. parapsilosis, particularmente en tejido humano
epitelial y epidérmico, encontrando que C. orthopsilosis caus6 un dafo tisular similar al
originado por C. parapsilosis, mientras que C. metapsilosis fue la especie menos
virulenta. Si bien, se cuenta con informacion inicial pertinente a la virulencia de estas
especies de Candida en tejidos humanos reconstituidos, en 2010 Orsi y cols. (127)
estudiaron la interaccion de estos organismos con células del sistema inmune,
empleando un modelo de infeccion in vitro en células de microglia y encontraron que los
aislamientos de C. metapsilosis fueron mas susceptibles a la actividad antifiingica
mediada por microglia, que aquellos aislamientos de C. parapsilosis y C. orthopsilosis;
por lo que, en conjunto, dichos trabajos sefialan a C. metapsilosis como el miembro
menos virulento del complejo C. parapsilosis.

Se evaluo la actividad in vitro del fluconazol y las equinocandinas: caspofungina,
anidulafungina y micafungina contra C. parapsilosis en sentido estricto, C. orthopsilosis
y C. metapsilosis. El establecimiento de perfiles de susceptibilidad provee informacion
relevante para la implementacion de recomendaciones en estrategias antifungicas
terapéuticas, ya sea profilacticas o empiricas (97, 140, 142), particularmente a nivel
local.

Aunque dentro del complejo se encontraron CMI’s elevados frente a las
equinocandinas, los aislamientos de C. parapsilosis en sentido estricto fueron
igualmente susceptibles in vitro a la caspofungina, asi como a la anidulafungina y
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micafungina, que los aislamientos de C. orthopsilosis. Pese a los elevados niveles de
CMI ya reportados para las equinocandinas, hay reportes de sus actividades in vitro e in
vivo contra C. parapsilosis (1, 13, 49-50, 76, 99, 125), particularmente en casos clinicos
que involucran aislamientos resistentes a anfotericina B, fluconazol o ambos (198). Sin
embargo, se cuenta con informacion insuficiente que apoye una correlacion entre los
ensayos de susceptibilidad a equinocandinas (91) y resultados clinicos, ademas de
variaciones inter-laboratorio (124). La eficacia de las equinocandinas puede verse
importantemente comprometida durante el tratamiento de infecciones sistémicas por C.
parapsilosis cuando las CMI’s para las equinocandinas utilizadas sea bajo (0.25 pg/mL)
(43). De hecho, a concentraciones por encima de la CMI para las equinocandinas, estos
farmacos pueden paraddjicamente promover el crecimiento in vitro de algunos
aislamientos de C. parapsilosis y otras especies de Candida (38). Adicionalmente,
estudios epidemioldgicos recientes reportaron una asociacion entre el incremento en el
uso de caspofungina y un aumento en la tasa de incidencia de candidosis por C.
parapsilosis (61). Por lo tanto, las equinocandinas se deben utilizar con cautela en
infecciones sistémicas originadas por C. parapsilosis.

Los perfiles de susceptibilidad antifungica de las equinocandinas probadas frente
a los aislamientos del complejo C. parapsilosis incluidos en este trabajo son diferentes
de aquellos descritos en otros reportes, como el estudio de Pfaller y cols. (138), por lo
que estos hallazgos requieren especial atencion. Se ha reportado repetidamente que las
CMI’s de las equinocandinas son considerablemente elevadas para el complejo C.
parapsilosis que para C. albicans o C. glabrata, cuando éstas son ensayadas mediante el
método de microdilucion en placa (34, 128, 136, 138, 141, 165), sugiriendo asi que las
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especies que conforman el complejo C. parapsilosis son menos susceptibles a esta clase
de agentes antifingicos. La susceptibilidad reducida de C. parapsilosis a las
equinocandinas se ha asociado a polimorfismos en el gen FSK1 (130, 134). van Asbeck
y cols. (188) sugirieron que diferencias inter-especie respecto a la susceptibilidad a
caspofungina resultan de la combinacion de diferencias estructurales en los componentes
de la pared celular, una baja afinidad por el complejo proteico de la glucano sintetasa o
variaciones en el sistema de regulacion de éste ultimo. Se detectd resistencia a
fluconazol unicamente en nueve aislamientos de C. parapsilosis en sentido estricto. Las
diferencias en cuanto a la susceptibilidad al fluconazol por parte de las especies que
conforman el complejo C. parapsilosis reflejan la distinta afinidad del triazol por la
enzima clave en la sintesis del ergosterol, el cual es el principal esterol de la membrana
celular fingica, la 14-a-esterol-desmetilasa (188).

Pese a que hay reportes en la literatura que sefialan la existencia de fenotipos de
C. parapsilosis multiresistentes a las equinocandinas y a derivados azdlicos (69, 117,
169), en este estudio no se encontré ninguno. Todos los aislamientos de C. orthopsilosis
y C. metapsilosis fueron susceptibles frente a las cuatro drogas probadas.

Aunque el fluconazol mostré una buena actividad contra C. parapsilosis en
sentido estricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, un monitoreo local de rutina de los
perfiles de susceptibilidad de estos organismos puede ser altamente recomendable. El
bajo perfil de susceptibilidad a las equinocandinas reportado en este estudio representa
una cuestion que, al menos en Nuevo Leon, México, puede tornarse problematica.
Ademas, la habilidad de C. parapsilosis para formar biopeliculas extensivas en catéteres

venosos centrales y otros dispositivos médicos puede, eventualmente, también ser critico
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en el entorno clinico (51, 98, 100, 105). En mas del 50% de los episodios de fungemia
por C. parapsilosis, la fuente es un catéter vascular y muchas infecciones cominmente
se desarrollan en pacientes que han recibido previamente tratamiento antifungico (4).
Asi, una respuesta adecuada al fluconazol o a cualquier otro agente antifingico puede no
ser completamente obtenida. La administracion de antifungicos debe ir acompafiada de
la pronta remocion del catéter, para asegurar una respuesta optima al tratamiento (130).
La informacion aqui recabada representa el Unico estudio realizado a la fecha en
Meéxico, acerca de la incidencia y perfiles de susceptibilidad antifungica de C.
parapsilosis en sentido estricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis y el noveno a nivel
mundial. Ademas, es preciso sefialar el importante volumen de especimenes clinicos
analizados, ya que la mayor parte de los trabajos publicados no sobrepasan los 180

aislamientos (20, 42, 48, 72-73, 169, 188).
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

C. parapsilosis en sentido estricto fue el organismo mas frecuente en todos los
especimenes biologicos analizados, siendo particularmente habitual en sangre, piel y
ufias. Por otra parte, de los 29 aislamientos clinicos identificados como C. orthopsilosis,
la mayoria procedieron de hemocultivos y en menor proporcion de ufas y liquido
peritoneal. Finalmente, y con tan solo 4 aislamientos, C. metapsilosis fue la especie
menos frecuente, con Unicamente 2 aislamientos de piel, 1 de sangre y otro mas de
mucosas.

C. parapsilosis en sentido estricto y C. orthopsilosis fueron igualmente
susceptibles a fluconazol (CMlIyy, de 8 pg/mL) y a caspofungina (CMlygy, de 0.5-1
png/mL), asi como a anidulafungina y micafungina, con una CMlgg, de 2 pg/mL, limite
maximo de susceptibilidad de acuerdo a los lineamientos del CLSI. Un 11% de los
aislamientos identificados como C. parapsilosis en sentido estricto presentd resistencia
frente a los antifingicos probados, del cual 2.9% fue resistente al fluconazol, 6.8% fue

resistente a ciertas equinocandinas y 1.3% mostro resistencia cruzada a éstas ultimas.
y
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Pese a la creciente incidencia de infecciones debidas a C. parapsilosis y a
numerosos reportes que sefialan elevadas CMI’s de éste organismo frente a las
equinocandinas, atin no se ha logrado comprender la discrepancia existente en estudios
de correlacion in vitro-in vivo.

Los resultados obtenidos en éste trabajo dan pie a estudios posteriores que
permitan evaluar la correlacion entre los ensayos de susceptibilidad in vitro de las
especies que conforman el complejo C. parapsilosis y el tratamiento antifungico en un
modelo murino de candidosis sistémica. Ademas, seria factible también estudiar y
corroborar con reportes existentes las bases moleculares que rigen los mecanismos de
resistencia antifingica y de patogénesis en C. parapsilosis en sentido estricto, C.
orthopsilosis y C. metapsilosis, ya que actualmente se cuenta unicamente con estudios
basados en modelos de infeccion in vitro en cultivos celulares y tisulares; todo lo
anterior con la finalidad de sentar las bases para un mejor entendimiento de la infeccion
por estos patdgenos oportunistas de inminente importancia en el entorno clinico

contemporaneo.
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APENDICES

Apeéndice A. Preparacion de reactivos

BaCl, al 1%
Disolver 1 g de BaCl, en 100 mL de agua destilada.

Bromuro de etidio 0.5 mg/mL (Stock)

Disolver 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura y aforar a 50 mL.
Almacenar a 4°C protegido de la luz en recipiente de vidrio d&mbar. Para preparar la
solucion de trabajo (2 pg/mL) se efectua una dilucion 1:250 de la solucion stock (1 mL

del stock + 249 mL de agua ultrapura).

EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) 500 mM pH 8.0
Disolver 9.306 g de Na,EDTA-2H,0 en 40 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0

con lentejas de NaOH y aforar a 50 mL. Esterilizar en autoclave.

Gel de agarosa al 1.5%
Disolver 1.5 g de agarosa grado biologia molecular en 100 mL de TBE 0.5x, calentar
hasta disolucion total. Una vez que hayan cesado los vapores afiadir 10 pL. de bromuro

de etidio 2 ug/mL, mezclar y vaciar en la camara de electroforesis.

H,S0O, al 1%
Diluir 1 mL de H,SO4 concentrado en 100 mL de agua destilada.
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Jugo azul 6x (Buffer de carga para electroforesis)
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 mL de glicerol en TE

1x pH 8.0 y aforar a 10 mL. No esterilizar.

Solucién salina al 0.85%

Disolver 0.85 g de NaCl en 100 mL de agua destilada. Esterilizar en autoclave.

TBE (Tris-acido borico-EDTA) 10x (Stock)
Disolver 54 g de Tris-base y 27.5 g de acido borico en 20 mL de EDTA 500 mM y en
agua ultrapura, aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave. Para preparar la solucion de

trabajo (0.5x) se mezclan 50 mL del stock en agua destilada estéril y se afora a 1L.

TE (Tris-EDTA) 1x pH 8.0
Mezclar 500 pL de Tris-HCI 500 mM pH 8.0 y 50 uL de EDTA 500 mM en agua

destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 25 mL. Esterilizar en autoclave.

Tris-HCI 500 mM pH 8
Disolver 30.3 g de Tris-base en 300 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0 con HCI

concentrado y aforar a 500 mL.

Tubo No. 1 del nefelémetro de McFarland
Anadir 0.1 mL de BaCl; al 1% a 9.9 mL de H,SOy4 al 1%.
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