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RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN

Candida parapsilosis es el agente causal de un gran numero de
infecciones fungicas y esté considerado uno de los agentes més frecuentes de fungemia.
Su incidencia ha ido incrementando en las Ultimas décadas y, en la actualidad, es
después de&. albicans la especie predominante causante de candidemia en Europa,
Asia y América del Sur, especialmente en la poblacion pediatrica en la que puede llegar
a superar a C. albicans.

C. parapsilosis es un complejo que hasta el aflo 2005 se creia formado por 3
grupos (I, 11, 1), pero que en la actualidad se ha demostrado que esta formado por tres
especies distinta€§. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, a las
gue se les ha atribuido diferente patogenicidad y diferencias en los perfiles de

sensibilidad a antifungicos.

El complejo C. parapsilosigpresenta intrinsecamente una sensibilidad reducida a
las equinocandinas, por lo que esta discutido el valor de estos antifungicos en el
tratamiento de las candidemias ffrparapsilosis, a pesar de que las equinocandinas
(caspofungina, anidulafungina y micafungina) son actualmente empleados como terapia
de primera linea en mas del 60% de la candidemias. Los estudios epidemiologicos, el
patrén de sensibilidad de este complejo y, particularmente, los mecanismos implicados
en la resistencia, intrinseca o adquirida, @Ge parapsilosis complex a las

equinocandinas, han sido poco estudiados.

En el trabajo que se presenta, se realizé un estudio retrospectivo analizando las
candidemias diagnosticadas a lo largo de 15 afios en el servicio de Microbiologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. Se evalu6 la implicacion del
complejoC. parapsilosis como agente causal de candidemia, su distribucion porcentual
segun las otras especiesGhindida y en funcion de la edad del paciente, asi como su
evolucion a lo largo de los afios y la prevalencia de las tres especies del coBiplejo:
parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis. También se estudio la sensibilidad de
C. parapsilosis frente a los nueve antifiungicos de uso sistémico actualmente aprobados
y se analizaron los posibles mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida a las

equinocandinas.



A lo largo del periodo de 15 afios evalua@oparapsilosis complex resulto ser
la segunda especie mas frecuente causante de fungemia en nuestro hospital (20%), por
delante deC. tropicalis (14,4%) yC. glabrata (11,7%) y solo por detras d& albicans
(43,1%), con una incidencia mucho mas elevada en los pacientes pedigtrica8d;
66.7%; 2-14 afos: 50%). Durante este periodo, y al igual que se observé en otras
especies mayoritarias déandida no-C. albicans, la incidencia deC. parapsilosis

aumento ligeramente a lo largo de los afios (0,33% por afno).

Dentro del complej&. parapsilosis, la gran mayoria de las cepas correspondian
aC. parapsilosis (98,5%), siendo extremadamente baja la frecuendia dehopsilosis
(1.5%) y nula la de C. metapsilosis

Los estudios de sensibilidad mostraron una excelente actividad de los 9
antifingicos evaluados frente a la gran mayoria de los aislad@Gs meapsilosis, y
solo en el caso del itraconazol se detectd un porcentaje considerable de cepas no
sensibles (23%). En el caso de las equinocandinas, el porcentaje de cepas no sensibles a
lo largo de los 15 afios fue bajo (1,5%), y fue la caspofungina la equinocandina mas
eficaz frente a C. parapsilosis

Para estudiar los mecanismos de resistencia a las equinocandinas se analizaron
los gene$=KS1 y FKS2, que codifican para Ig-(1,3)-D-glucano sintetasa, en busca de
mutaciones puntuales que pudiesen comportar cambios en ésta, la diana de accion de las
equinocandinas. También se analiz6 la posible activacion de respuestas adaptativas o de
compensacion frente a estimulos externos estresantes para la célula, como podria ser el
incremento de la sintesis de quitina de la pared celular debido a la inhibicion de la

sintesis del f{1,3)-D-glucano causada por las equinocandinas.

Con respecto a las mutaciones, se detectd una frecuencia relativamente baja de
mutaciones adquiridas en el géKSL de los aislados d€. parapsilosis (11/78
aislados), tanto sensibles como no sensibles a las equinocandinas, todas localizadas
fuera de la regién HS y no se identific6 ninguna mutacion en eFE&R. Solo se
identificd una Unica mutacion (F1386S) en uno de los 6 aislados no sensibles, fuera de
la regidbn HS, que podria estar asociada con el fenotipo de resistencia a las

equinocandinas.



RESUMEN/ABSTRACT

En lo que hace referencia a la quitina, se observé que el contenido basal de
quitina presente en la pared celular era muy similar en los aisladospdeapsilosis
sensibles (7,79%) y no sensibles (8,14%) a las equinocandinas, como también lo era en
las tres especies del complefa: parapsilosis (7,96%),C. orthopsilosis (9,42%) yC.
metapsilosis (9,53%), pero todos estos valores eran notablemente superiores a los
determinados en la cepa control de C. albicans (4,61%).

Al analizar el efecto de la caspofungina sobre el contenido en quitina de la pared
celular en las especies del compl€joparapsilosis se observo que la gran mayoria de
aislados incrementaron el contenido basal de quitina entre un 1 y un 3%, a excepciéon de
los dos aislados d€. parapsilosis con mayor resistencia a las equinocandinas, que
incrementaron su contenido de quitina en un 7 y un 11%. Cabe destacar, que estos dos
aislados fueron los que mostraron los niveles basales de quitina mas bajos y uno de
ellos presentd la mutacion F1386S. Estos resultados podrian sugerir una respuesta
compensatoria de incremento en la produccién de quitina, como consecuencia de la
inhibicién de la sintesis ddl-(1,3)-D-glucano causada por las equinocandinas, que

podria estar implicada en los mecanismos de resistencia adquirida a estos antifingicos.






RESUMEN/ABSTRACT

ABSTRACT

Candida parapsilosis is the causal agent of a great number of fungal infections
and it is considered one of the most common agents causing fungemia. Its incidence has
been increasing during the last decades, and nowadays is,Caf@bicans, the
predominant species causing candidemia in Europe, Asia and South America, especially

in the paediatric population group in which it can surpass C. albicans

C. parapsilosis is a complex that up to 2005 was believed to be comprised of 3
groups (I, 11, 1ll). However at present it has been demonstrated that it is comprised of 3
distinct speciesC. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis and C. metapsilosis,
which have been attributed to different levels of pathogenicity and differences in the

susceptibility patterns to antifungals.

The C. parapsilosis complex isolates show an intrinsic reduced susceptibility to
echinocandins, and so the value of these antifungal agents in the treatment of
candidemias caused by. parapsilosis is discussed, although echinocandins
(caspofungin, anidulafungin and micafungin) are nowadays used as first line therapy in
more than 60% of candidemias. Epidemiological studies, susceptibility patterns of this
complex, and particularly, the mechanisms implied in the resistance, both intrinsic and

acquired, of C. parapsilosi£omplex to echinocandins, have been poorly studied.

In the study presented, a retrospective study was carried out in which the
diagnosed candidemias were analysed over a 15-year period in the Microbiology
Service of théHospital de la Santa Creu i Sant Pau in Barcelona. The implication &.
parapsilosis complex as a causal agent of candidemia was evaluated, and also their
percentage distribution according to oth@andida species and their prevalence
according to patient's age, as well as their evolution over the years and the prevalence of
the three species comprising the compl€x:parapsilosis, C. orthopsilosis and C.
metapsilosis. The susceptibility ofC. parapsilosis to the nine antifungal approved
systemic agents and their possible resistance mechanism, both intrinsic and acquired, to

echinocandins was also studied.



Over the 15-year period evaluat€ parapsilosis complex was the second most
common specie causing fungemia in our hospital (20%), ahe@dtiadpicalis (14.4%)
and C. glabrata (11.7%) and only behind C. albica(#3.1%). A much higher incidence
is shown in paediatric patients ( year: 66.7%; 2-14 year: 50%). During this period
and, as it has been observed in other com@andida non- C. albicans species, the
incidence of C. parapsilosisincreased slightly over the years (0.33% per year).

Within theC. parapsilosis complex, the vast majority of strains corresponded to
C. parapsilosis (98.5%), the frequency @. orthopsilosis being extremely low (1.5%)
and the frequency of C. metapsilosizeing nil.

The susceptibility studies showed an excellent activity against almo&t all
parapsilosis isolates in the nine antifungal agents tested, and only in the case of
itraconazole, a considerable percentage of non-susceptible strains (23%) was detected.
In the case of echinocandins, the percentage of non-susceptible strains over the 15-year
period was low (1.5%) and caspofungin was the most active echinocandin &jainst

parapsilosis.

To study the resistance mechanism against echinocandinsK8leand FKS2
genes were analysed, which codify for fa€l,3)-D-glucan synthase, looking for point
mutations that could imply changes in this enzyme, the target of action of
echinocandins. The possible activation of adaptive or compensatory responses against
stressful external stimuli for the cell was also analysed, such as might be the increase in
chitin synthesis of the cell wall due to inhibition of the synthesis of #fie3)-D-glucan

caused by echinocandins.

Regarding mutations, a relative low frequency of acquired mutations in the
FKSL gene in C. parapsilosis isolates (11/78 isolates) was detected, both in
echinocandin susceptible and non susceptible isolates. All mutations were detected
outside HS regions and no mutations were identified inFth& gene. Only a single
mutation (F1386S) in 1 out 6 non-susceptible isolates was identified, outside the HS

regions, which may be associated with the phenotype resistant to echinocandins.



RESUMEN/ABSTRACT

Regarding the chitin levels, it was observed that the basal chitin content present
in the cell wall was very similar among the echinocandin susceptible (7.79%) and non-
susceptible (8.14%%. parapsilosis isolates, as well as among the 3 species of the
complex: C. parapsilosis (7.96%), C. orthopsilosis (9.42%) andC. metapsilosis
(9.53%). However all these values were significantly higher that those determined in the

C. albicans control strains (4.61%).

When analysing the effect of caspofungin in the cell wall chitin content i@.the
parapsilosis complex strains, it was observed that the vast majority of the strain
increased their basal chitin content between 1% to 3%, with the exception of the two
echinocandin resista. parapsilosis isolates that increased their chitin content by 7%
and 11%. Of note is that these two isolates were the ones that showed the lowest basal
chitin content and moreover, one of them showed the F1386S mutation. These results
may suggest that a compensatory increase in the chitin production, as a consequence of
the inhibition in the synthesis @(1,3)-D-glucan caused by echinocandins, could be

implied in the acquired resistance to these antifungal agents.
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INTRODUCCION

1.1. Candidemia

Las infecciones flngicas invasivas son un problema de relevancia creciente en
las instituciones sanitarias (1,2) debido especialmente a un aumento significativo del
namero de casos de infecciones del torrente sanguineo causadas por hongos, o
fungemias. Dicho incremento ha ido en paralelo al incremento de los pacientes a riesgo,
y parece estar asociado a diferentes factores, entre ellos el aumento de pacientes que
presentan alguna deficiencia en el sistema inmunitario, el incremento de procedimientos
invasivos que acompafia a los grandes avances de la tecnologia médica, y el uso
generalizado de antibioticoterapia de amplio espectro en pacientes hospitalizados (3-5).
Pero también es debido a una mayor probabilidad de supervivencia de los pacientes
graves, incrementando asi el nUmero de pacientes a riesgo de desarrollar una infeccion,
y el nimero de los que después de superar una infeccion bacteriana pueden desarrollar

una infeccion fungica invasiva.

Se entiende por candidemia la fungemia causada por especies del género

Candida, y es la causa mas frecuente de infeccidn fangica invasiva.

1.1.1. Incidencia

Las especies del géne@andida constituyen, en orden de frecuencia, el cuarto
grupo mas comun de agentes causantes de infecciones nosocomiales del torrente
sanguineo Blood Sream Infections; BSI) tanto en los Estados Unidos de América
(EUA) (6,7) como en Europa (8), oscilando entre el 5% y el 8%. Aunque este
porcentaje varia cuando se estratifica la frecuencia de las BSI en funcion del servicio
clinico, siendo mas frecuente en las unidades de cuidados intensivos y en los servicios

de cirugia digestiva, pediatria y urologia (9).

En Espafa, la frecuencia de las candidemias se sitla por debajo de la detectada
en los EUA, encontrandose alrededor del 5%. En un estudio llevado a cabo entre los
afos 1990 y 1999 dentro del programa EPINE (Estudio de Prevalencia de las
Infecciones Nosocomiales en Espaf@Egndida se situd en el quinto lugar como agente
infeccioso causante de septicemia (10). En otro estudio desarrollado por @idkga

(2011), en el Hospital Clinic de Barcelona entre los afios 1991-2008, se observo que el
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5% de las infecciones nosocomiales del torrente sanguineo fueron causadas por

Candida, siendo la séptima causa de infeccion nosocomial (11).

Desde la década de los 70, muchos articulos tanto europeos como
estadounidenses han reportado un incremento importante en la incidencia de las
fungemias, particularmente de las candidemias (7,12—-18), aunque en los ultimos afios
este incremento no ha sido tan pronunciado como el detectado en afios anteriores
(2,19,20).

Es dificil estimar la incidencia actual de la candidemia ya que depende de la
poblacion estudiada y difiere mucho entre paises, o incluso entre estudios llevados a
cabo en un mismo paid.a Tabla 1 muestra algunas de las mas recientemente
publicadas tasas de incidencia de candidemia d@mtdispaises de los 5 continentes.

Estas, varian entré,81 casos/100.000 habitantes en Australia y 26s®s¢500.000
habitantes en Baltimore, o de 0,33 casos/1.000 admisiones en Chile y 2,37 casos/1.000
admisiones en ltalia. Varios son los factores que podrian explicar esta variabilidad entre
paises. Entre éstos estan los asociados a la naturaleza de los diferentes estudios, como
por ejemplo el nimero de titsiciones participantes en el estudio, la inclusién de
grupos de pacientes que puedan presentar un mayor riesgo de padecer candidemia, ya
sea debido a la gravedad de la enfermedad subyacente o incluso a la edad del paciente, o
ala actividad médica desarrollada en el centro. En un estudioemerupet al. en el

gue participaron 6 departamentos de microbiologia clinica (atendiendo 1/3 parte de la
poblacion danesa) a lo largo un periodo de 6 afios, se observé que la incidencia de la
candidemia variaba significativamente en funcion de la edad y del sexo de los pacientes
(21). Resultados similares se observaron en un estudio multicéntrico llevado a cabo en
Espafia a lo largo de 13 meses, en el marco del grupo de estudio FUNGEMYCA,
detectdndose un mayor niumero de casos de fungemia en pacientes de edad avanzada
(46,4%) (22).

14
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Tabla 1. Incidencia de la candidemia reportada en diferentes paises.

. P Periodo Tipo de Ambito de Hospitales . . .
Continente Pais - ] . ot Incidencia Referencia
estudio estudio estudio participantes
Canada 01/07/99- | 5\ ocional | REYIONal 4 2,9 casos candidemia/ | Lauplandet al.(2005)
30/06/04 (Calgary) 100.000 habitantes (23)
Hospital . . Diekemaet al.(2012)
01/01/04- . : - 1,5 casos candidemia
EUA 31/12/07 Retrospectivo ILEl)r\:\ll\;ersnarlo 1 /10.000 pacientes/dia (24)
01/03/08- . Regional 13,3 casos candidemia/ | Clevelandet
EUA 280211 | Poplacional o ianta) 25 100.000 habitantes al.(2012) (25)
América EUA 01/03/08- Poblacional Regional 15 26,2 casos candidemia /| Clevelandet al.
28/02/11 (Baltimore) 100.000 habitante (2012) (25)
Honduras 11/08 - Multicéntrico, Nacional ND 0,90 casos candidemia/ | Nucciet al.(2013)
10/10 prospectivo 1.000 admisiones (26)
Venezuela 11/08-10/1d Multlcent_rlco, Nacional ND 1,72 casos c_andldemla/ Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Colombia 11/08-10/10 Multlcent_rlco, Nacional ND 1,96 casos c_andldemla/ Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Ecuador 11/08-10/10 Multicéntrico, Nacional ND 0,90 casos candidemia/ | Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Chile 11/08-10/10 Multicéntrico, Nacional ND 0,33 casos candidemia/ | Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Brasil 11/08-10/10 Multicéntrico, Nacional ND 1,38 casos candidemia/ | Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Argentina 11/08-10/10 Multlcent_rlco, Nacional ND 1,95 casos c_andldemla/ Nucciet al.(2013)
prospectivo 1.000 admisiones (26)
Islandia 01/01/00- Multicéntrico | Nacional 14 4,4 casos candidemia | Asmundsdottiet al.
31/12/11 /100.000 habitantes (2013) (27)
. .. 101/03/05- s Regional 4,8 casos candidemia Oddset al.
Reino Unidol 5g/05/9g | Multicentrico | e o ocia) ND /100.000 habitantes | (2007)(28)
. . Multicéntrico, . 10,05casos fungemia | Arendrupet al.
Dinamarca [ 2010-2011 ) \checrivo | Nacional 13 /100.000 habitantes(2011Y2013) (19)
Alemania 1/06- 12/11| Multicéntrico| Nacional 682 UCI gfc?gﬁtgiigggs(éoliggo l(\g()eyeret al. (2013)
Europa
Suecia 01/09/05- Prospectivo, Nacional 28 4,2 casos candidemia Ericssonet al. (2012)
31/08/06 observacional /100.000 habitantes (29)
Finlandia 01/04- 12/01 Multicéntrico] Nacional ND /Zigg%%s(;)i;;?:rﬁ:?la F;éli%r;énoe)t a.
o Multicéntrico, . 8,1 casos candidemia M. Puig-Asensiat
Espafia 05/10- 0471 LProspectivo Nacional 29 /100.000 habitantes al. (2013) (31)
Espaiia 1/1/09- Multicéntrico, Nacional 24 0,92 casos fungemia/ Pemaret al. (2012)
P 31/1/10 Prospectivo 1.000 admisiones (2009)| (22)
o } . | Regional 1,52 casos candidemias/| Fortlnet al. (2012)
Espafia 2000-2009 | Retrospectivy; - riqy 1 1,000 admisiones (2009)| (20)
Espafia 01/10/05- Prospectivo Regional 16 0,80 casos candidemia/ | Rodriguezt al.
P 31/09/06 P (Andalucia) 10.000 pacientes/dia | (2011) (32)
) . . Hospital 2,37 casos candidemia/ | Bassettiet al. (2011)
Italia 01/08- 12/10) - Prospectivo universitario 1 1.000 admisiones (33)
. ) Prospectivo, . 6,4 casos de candidemiaf Vogiatziet al.
Grecia 2005-2009 observacional Nacional 5SPIcY 1.000 admisiones (2013)(34)
o . . i 3,6 .
Africa Sud Africa | 1990-2007 Retrospectiv ?580%222; 1 cangiadseoniiaﬂoo 000 (gguschet al. (2013)
. . 01/09- Retrospectivo,| .. . . 0,85 casos de
Asia China 12/11 observacional Jinling Hospital 1 candidemial00.000 Maet al. (2013) (36)
) P i P 1,81 d .
Oceania Australia 08/01- 07/04 rospectiv Multicéntrico 1 candifjaesncﬁ)isaﬂoeo 000 ?2%%%?2?7)

#No Disponible.

UCI, Unidades de Cuidados Intensivos; PICU, Unidades de Cuidados Intensivos de Pediatria.
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1.1.2. Distribucién de especies dea@dida

El géneroCandida esta constituido por mas de 150 especies, de las cuales hasta
la actualidad, tan solo una veintena ha mostrado tener importancia clinica por su
capacidad para infectar al hombre, y entre ella€.5albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis y C. krusei, son responsables de mas del 90% de las

candidemias.

C. albicans ha sido y es actualmente la especie mas comiunmente aislada como
agente causante de candidemia en la mayoria de paises del mundo, oscilando entre el
11.5% de Turquia o el 32% de México y Taiwan y hasta mas de un 60% en Austria 0
Suecia (38). No obstante, en la Ultima década, estudios realizados en diferentes regiones
del mundo, muestran cambios epidemioldgicos en la distribucién de las especies que
causan candidemia con mayor frecuencia, con una disminucion de las candidemias
causadas poC. albicans y un aumento exponencial de las candidemias causadas por

especies natbicans. (39-42)

C. glabrata es la segunda especie mas comun causante de candidemia en los
EUA y en los paises nordicos, por detradalbicans y por delante d€. parapsilosis
(30,41,43). Por el contrario, en Europa, Asia y América del Guparapsilosis es la
segunda especie mas comunmente identificada como agente causante de candidemia,
llegando a ser en algunos paises la especie mas frecuentemente aislada (44,45), mientras

que C. glabrata suele situarse en tercer o cuarto lugar.

Esta variacion geografica de la distribucion de las especies causantes de
candidemia puede ser causa de diferentes factores asociados, como la edad de los
pacientes, la enfermedad de base (en especial las neoplasias) y los tratamientos previos

con azoles.

La frecuencia deC. parapsilosis en pacientes pediatricos es muy elevada, y
aungue la mayoria de los estudios la sitian en segundo lugar por deixashileans
(tanto en neonatos como en menores de 18 afos) (19,26,46) existen estudios en los que

es la especie mas comun (1,47). En un trabajo reciente realizado en Espafia con
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pacientes pediatricos;. parapsilosis represent6 el 43% del total de las candidemias

siendo la causa mas comun (48).

Por otra parteC. glabrata es mas frecuente en la poblacion de edad avanzada
(27), aunque se postula que este hecho podria deberse a un mayor grado de exposicion
previa a los azoles, ya sea durante tratamientos médicos o exposicion via alimentacion,

consecuencia del incremento en el uso de azoles como plaguicidas (49).

El uso del fluconazol parece favorecer la seleccién positiva de especies
potencialmente resistentes a los azoles, cGmglabrata y C. krusei. Asi se demostrd
en un estudio llevado a cabo en Finlandia entre los afios 2004 y 2007 (30), en el cual se
observd que el incremento de los caso£dglabrata iba paralelo al incremento del
uso de fluconazol. Los autores compararon sus resultados con los de otro estudio suyo
previo (1995-1999) (50) y observaron como las candidemias (hoglabrata
aumentaban del 10% al 19%, al mismo tiempo que la DDDs (Dosis Diaria Definida) de
fluconazol/100.000 habitantes pasaba de 19.57 en el afio 2000 a 25.09 en el 2007,
consecuencia del empleo rutinario de fluconazol profilactico en neonatos prematuros,
pacientes con leucemia aguda y pacientes trasplantados de higado. No obstante, en otros
estudios no han hallado que exista una correlacion directa unifactorial entre el uso de

fluconazol y el incremento en la frecuenciaGiglabrata (51).

También existen estudios que asocian el uso dendettos antibibticos,
algunas enfermedades de base o determinados procesos invasivos, con el desarrollo de
candidemias por especies concretas. Asi por ejemplo, se ha asociado el uso previo de
piperacilina-tazobactam y vancomicina con candidemiasCp@labrata y C. krusei
(52), la diabetes cog. tropicalis (53,54) y la cirugia toracica y abdominal cGn

guilliermondii (53).

1.1.3. Factores de riesgo

Conocer los factores riesgo que contribuyen al desarrollo de la candidemia es

crucial para poder prevenir esta enfermedad y determinar de una forma mas temprana
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los pacientes que pueden desarrollarla, iniciando precozmente tratamientos mas

eficaces.

Son tres los factores que contribuyen de un modo especial al desarrollo de una

candidemia:

1. Factores que incrementan la colonizacion @andida, ya sea de origen

endogeno o exogeno.

Uso de antibioticos de amplio espectro: El uso prolongado de antibioticos
de amplio espectro es un factor de riesgo enddgeno de padecer candidemia,
ya que las terapias prolongadas con antibiéticos reducen la microbiota
bacteriana, permitiendo un incremento excesiv@awida en las mucosas
(4,55)(52).

Hospitalizacion prolongada: La prolongacion de la estancia hospitalaria es
un factor de riesgo exdgeno, ya que aumenta la probabilidad de que el
paciente adquiera una infeccién @andida procedente de los trabajadores

de la salud asi como del centro hospitalario, en especial en las infecciones

causadas por C. parapsilos(§6-58).

2. Alteraciones de la integridad de las barreras

Nutricion parenteral: La nutricion parenteral, tanto total como periférica, ha
sido descrita como factor de riesgo muy elevado, siendo en muchos estudios
uno de los factores mas comunes asociado a candidemia (4). La duracion de
la nutricion parenteral aumenta la probabilidad de infecciénCaadida,

debido a que aumenta el riesgo de una infeccién directa por el acceso
vascular, aumenta el riesgo de hiperglicemia, asi como de una

contaminacion del liquido infundido.

Catéter venoso central (CVC): pacientes que llevan un CVC tienen mas

probabilidad de padecer candidemia debido a que el catéter es una ruta de

18



INTRODUCCION

acceso directo vascular paandida, ademas de afadir el posible riesgo de
que los farmacos y/o suplementos infundidos al paciente estén

contaminados (59).

e Cirugia abdominal: Los pacientes intervenidos de cirugia abdominal
compleja, presentan una mayor probabilidad de infeccionQandida,
causado porun dafio en la mucosa intestinal lo que conlleva a una

translocacién mayor por parte de los hongos (35,60).

e Las mucositis asociadas a la quimioterapia (61), las quemaduras extensas
(62) y la enfermedad del implante contra el huésped (63) también suponen
una pérdida de integridad de la barrera cutdneo mucosa y son factores de

riesgo para desarrollar una candidemia

3. Inmunosupresion local o sistémica

» Los pacientes inmunodeprimidos debido a neoplasias (55,64), trasplantes de
organos sélido o medula 6sea, pacientes infectados por el VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana) (65), pacientes malnutridos (66) y pacientes

ancianos (21), presentan un riesgo mas elevado de padecer candidemia.

1.1.4. Patogenia y manifestaciones clinicas

La via de entrada de candida en el torrente sanguineo suele ser a través de la
barrera mucosa del tracto digestivo, pero también puede ser vehiculizada por un catéter

intravascular, o proceder de un foco de infeccion localizado.

La capacidad de candigeara atravesar la mucosa del tracto digestivo y causar
una bacteriemia fue demostrada por Kraeis@. (67) al observar que la ingesta de una
suspension de candida comportaba una bacteriemia y una bacteriuria. En los pacientes
neutropénicos y los pacientes ingresados en UCI (Unidad de cuidados intensivos), se ha
demostrado que su flora intestinal presenta un sobre crecimiento de candida,

posiblemente condicionado por tratamientos previos con antibidticos de amplio
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espectro, el cual en determinadas condiciones del huésped puede invadir el torrente

sanguineo y producir una candidemia.

La entrada de candida en la sangre a través de un catéter endovascular es
también una ruta frecuente de candidemia (68), ya que las especiéandida
presentan una elevada capacidad de produccion de biofilm (69).

La candidemia procedente de una infeccion localizada es bastante infrecuente,
aunque en pacientes con candiduria y obstruccion del tracto urinario se ha observado

gue es frecuente una candidemia asociada.

Desde el torrente sanguineo se produce la diseminacion de la infeccion a tejidos
profundos, como las visceras abdominales, el corazén, los ojos, los huesos y

articulaciones y el cerebro, dando lugar a microabscesos rodeados de parénquima sano.

Las manifestaciones clinicas que padecen los pacientes con candidemia son muy
variables, y frecuentemente inespecificas o sutiles, pudiendo variar desde cuadros
febriles sin foco aparente hasta un sindrome séptico indistinguible de cualquier
infeccidn sistematica bacteriana grave. Aunque una manifestacion clinica caracteristica
de la candidemia son las lesiones cutaneas, que pueden aparecer tanto en pacientes
neutropénicos como en aquellos sin neutropenia asociada. Se trata de agrupaciones
pustulosas, no dolorosas y con una base eritematosa, que aparecen de forma subita con

una distribucion generalizada o focalizada en una o varias regiones del cuerpo.
En el caso de que exista una diseminacion hematdgena y se afecten uno o

multiples 6rganos (rifiones, corazoén, higado, bazo, pulmones, ojos y sistema nervioso

central), se produciran sintomas asociados a dichas localizaciones (70,71).

1.1.5. Mortalidad

La mortalidad de la candidemia sigue siendo actualmente muy elevada, y aunque

en determinadas ocasiones este valor puede estar sesgado al incluir la mortalidad
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asociada a la enfermedad de base, la mortalidad atribuible a la candidemia, segun los
estudios publicados, varia entre un 15% y un 50%, (72,73).

Esta variabilidad puede estar motivada por diversos factores, como la especie de
Candida causante, la poblacion de estudio o la regiébn demografica, entre otros. Aunque
existen factores independientes que se asocian a una mayor mortalidad, como son la
edad > 50 afios, una elevada comorbilidad (indice de Charlson > 6) o el origen de la

candidemia distinto al catéter (20).

Es conocido que las distintas especies de Canpiidaentan diferentes grados de
virulencia (74), lo que podria justificar las diferencias en la mortalidad aso€ada.
tropicalis suele ser la especie que causa mayor mortalidad (en ocasiones de hasta el

70%), mientras que C. parapsilosiss la que presenta una menor mortalidad (73,75).

La mortalidad también varia segun lo rapido que se realice el diagnostico, lo
precoz en que se instaure un tratamiento correcto o la premura para eliminar el factor de
riesgo desencadenante. Asi, una pronta retirada del catéter podria incrementar la
supervivencia de los pacientes con candidemia (76,77), tal como se demostré en un

estudio prospectivo multicéntrico llevado a cabo en Espafia (CANDIPOP) (31).

1.1.6. Diagndstico

Actualmente, el examen microscopico y el hemocultivo siguen siendo las
técnicas de referencia para el diagndéstico de la candidemia, sin embargo su sensibilidad
es limitada y no pueden considerarse técnicas de diagnostico precoz (78). Las
candidemias presentan cifras elevadas de mortalidad, ya que la infeccion suele
detectarse cuando estd muy avanzada. Estas limitaciones han llevado al desarrollo de
técnicas alternativas al cultivo, basadas en la cuantificacion de antigenos, acidos
nucleicos y otros componentes fungicos. El diagnoéstico convencional de la candidemia
se basa en el aislamiento y la identificacién de las espec{@andila responsables de

la infeccion.
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La técnica de referencia para el diagndstico de la candidemia sigue siendo el
hemocultivo aunque presenta varias desventajas. La principal limitacién de esta técnica
es la escasa sensibilidad global que prese®i@%6) (79,80), aunque ésta puede variar
dependiendo de la especie @andida implicada y del sistema de hemocultivo
empleado (81). La sensibilidad de los hemocultivos estd limitada por el hecho de que
tan solo permite detectar células viables, las cuales son rapidamente eliminadas de la
circulacion, limitandose mas aun si el paciente ha estado bajo tratamiento con
antifungicos. Otra desventaja es el tiempo medio necesario para que un hemocultivo se
vuelva positivo, el cual puede llegar a tardar hasta 8 dias en funcion de la especie
causante de candidemia (82).

El examen microscopico de la muestra puede en ocasiones detectar la presencia
de elementos flngicos caracteristicos y la presencia de microorganismos no viables que
solo pueden ser detectados por microscopia (78). A pesar de que la observacion
microscopica presenta una baja sensibilidad, siempre que sea posible es recomendable
la realizacion de la misma. El examen directo en micologia se basa en el empleo de
colorantes o fluorocromos que se unen inespecificamente a los componentes que
constituyen la pared celular, entre ellos la tincion Gram, el blanco de calcofltor y la

tinta china.

Para una correcta identificacion del agente causal es indispensable el aislamiento
de éste, por lo que el cultivo en medio sélido es esencial. La identificacion de levaduras

se puede llevar a cabo utilizando criterios morfolégicos y/o bioquimicos.

Los criterios morfologicos pueden ser macro 0 microscopicos, y tienen en cuenta
el aspecto de las colonias, la presencia de hifas o pseudohifas, de tubo germinal, de
blastoconidias, clamidosporas y artrosporas.

Entre los criterios bioquimicos o enzimaticos se pueden destacar los medios
cromégenos (CHROMagar CandfgaColorex Candiddy Candida IDZ) que permiten
identificar facilmente algunas especies @endida. La principal ventaja de estos
medios es que permiten la deteccion de cultivos mixtos. No obstante, para la
identificacion de la mayoria de especiesGamdida se requiere el uso de las técnicas

basadas en la asimilacion de carbono o nitrégeno (auxonograma), las cuales pueden ser
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de lectura manual (Auxacofy); semiautomatica (API ID32Cy APl 20 C AUX®) o
automatica (Vitek 2 y Rapid Yeast Identification Panel MicroS&anTambién existen
meétodos inmunologicos que permiten la identificacion a nivel de espeCieati®cans
(Bichro-Latex Albican8), C. krusei (Krusei Colof) o C. dubliniensis (Bichro-Dubl{®),
0 sistemas enzimaticos comercializados para la identificacién rapida aéicans
(Bacticard Candid3 Albicans-Sur®, Albistrip®, MUAG Tesf) y C. glabrata
(GLABRATA RTT®).

Las limitaciones que presentan las técnicas convencionales para el diagndstico
de la candidemia han llevado al desarrollo de técnicas alternativas no basadas en el
cultivo (80). Entre ellas se encuentran los métodos inmunologicos basados en la
deteccion de antigenos y anticuerpos, especialmente la deteccidn de anticuerpos frente
al micelio y a los mananos o la deteccion del antigeno manano, el cual ha presentado un

elevado valor predictivo negativo en pacientes neutropénicos (95%) (83).

Otra técnica alternativa ampliamente utilizada se basa en la deteccion de
componentes fungicos estructurales o metabolicos cofleB)-D-glucano que es un
componente esencial presente en la pared celular de todos los hongos. Este método se
considera un criterio microbiologico de micosis invasora probable, no obstante es una
técnica panfungica, por lo que se deben utilizar técnicas complementarias para

identificar la especie causal.

La deteccion de acidos nucleicos es una técnica que esta siendo ampliamente
estudiada ya que permite detectar, a partir de muestras de sangre, concentraciones muy
bajas de DNA (Acido desoxirribonucleico) flngico, mediante el método de la PCR
(Reaccién en cadena de la polimerasa). Las principales ventajas de esta técnica con
respecto a los métodos convencionales son una mayor rapidez en el diagndstico (84) y
una mayor sensibilidad y especificidad que el hemocultivo (85,86). No obstante, aun no
hay un consenso sobre la fraccion de sangre mas adecuada para la extraccion de DNA,

ni sobre que sistema automatizado para la extraccion y purificacion es mas eficaz.

Finalmente, el MALDI-TOF (atrix-assited laser desor ption/ionization time-of-
flight mass spectometry) es la técnica mas novedosa desarrollada para la identificacion a

nivel de especie del agente causal y la Unica que se basa en la deteccién de patrones
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proteicos. Esta técnica presenta varias ventajas con respecto a los métodos
convencionales utilizados para la identificacion. La mas importante es el coste de la
determinacion, que a pesar de que la inversion inicial es elevada, el coste del
procesamiento de una muestra es excepcionalmente AB[EE). Otra ventaja muy
importante es el tiempo necesario requerido para la identificacion final a nivel de
especie, el cual se ve reducido notablemente. No obstante, la principal desventaja de
esta técnica es la incapacidad de detectar infecciones mixtas. El MALDI-TOF ya esta
siendo utilizado por grandes centros hospitalarios y se ha observado que presenta una

elevada precision en la identificacion a nivel de especie en Candida (87).

1.1.7. Tratamiento antifangico

Actualmente, existen diversos antifingicos disponibles para el tratamiento de la
candidemia, que se pueden agrupar en 2 clases en funcion del mecanismo de accion. En
primer lugar se encuentran aquellos farmacos que actian sobre la membrana plasmatica
interfiriendo la sintesis del ergosterol o alterando su permeabilidad (azoles y polienos) y
en segundo lugar los que actian sobre la pared celular bloqueando la sintesis del

glucano (equinocandinas).

Para un correcto manejo de la candidiasis invasiva (Cl), diversas sociedades han
publicado guias de practica clinica que engloban aspectos tales como el diagnostico y el
tratamiento de las candidemias. Las guias de practica clinica mas reconocidas a nivel
mundial son las publicadas por la sociedad Americana IIx@écijous Disease Society
of America) (88) y la sociedad Europea ESCMIEufopean Society of Clinical
Microbiology and Infectious Disease) (65,81,89—-92). Aunque en Espafia también se han
editado guias propias (78,93,94) que intentan recoger las particularidades
epidemiolégicas de nuestra area geografica, pues como hemos visto con anterioridad, la
epidemiologia de la candidemia varia en funcién del continente o el pais, por lo que se
requiere el desarrollo de guias especificas segun la epidemiologia local. Ademas, toda
institucion debe conocer la distribucion de las especies causantes de candidemia en su
centro, con la finalidad de poder adaptar las recomendaciones propuestas por dichas

guias a los hallazgos de los estudio desarrollados en cada centro.
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En el Anexo lll se presenta un pequeiio resumen de las recomendaciones sobre
el tratamiento de la candidiasis invasiva desarrolladas por el grupo GEMICOMED-
SEIMC (94).

1.2.Candida parapsilosis complex

1.2.1. Generalidades

Candida parapsilosis fue aislada por primera vez en el afio 1928 por Ashford B.
et al. (95) de las heces de un paciente que presentaba diarrea, y fue ndvidmidida
parapsilosis para distinguirla de la especie mas comunmente aidiéatdlia psilosis
(actualmenteCandida albicans). En esa época se describié el organismo como una
levadura relativamente no patogénica, que se encontraba en la flora normal de
individuos sanos y presentaba muy poca importancia clinica. En el afio 1932 fue
reclasificada por Langeron (96) con@andida parapsilosis, y en el afio 1940C.
parapsilosis fue identificada como el agente causal de una endocarditis en un usuario de
drogas por via intravenosa (97). En ese momento, los investigadores ya asociaron la
infeccién con la introduccién exdégena@eparapsilosis, y se prefiguraron la conexion
de esta especie con la instrumentacion médica invasiva y las soluciones de alimentacion

parenteral.

C. parapsilosis es considerada un organismo ubicuo en el medio natural ya que
ha sido aislada del suelo, del agua de mar y de plantas@9farapsilosis es en
realidad un complejo, formado por tres espedgsparapsilosis sensu estricto, C.
orthopsilosis y C. metapsilosis, y de éstas sOI€. parapsilosis se ha aislado de las
superficies mucosas, de la piel y/o de las uias (57), por lo que se considera un
microorganismo que puede formar parte de la flora comensal de los seres humanos y

otros mamiferos.
Actualmente,C. parapsilosis es considerada un hongo patégeno emergente,

siendo varios los factores que pueden haber contribuido a la creciente incidencia de esta

especie (99). Entre ellos, las estancias prolongadas en el hospital y el uso de sistemas de
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soporte vital como los catéteres venosos centrales y la nutricidn parenteral que por su
elevada concentracién en glucosa facilita la formacién de biofilm y abre una ruta de
acceso directo a la sangre. La deteccion de brotes hospitalarios en las UCI también

enfatizan la creciente importancia epidemiologica de C. parapsilosis (57,100,101).

C. parapsilosis presenta una elevada incidencia en los neonatos con bajo peso y
en aquellos que se encuentran en las UCIN (Unidades de Cuidados Intensivos
Neonatales) (48), que son pacientes que requieren en la mayoria de los casos de

nutricion parenteral y de un manejo mayor por parte de los trabajadores de la salud.

1.2.2. Diferenciacion de las especies del complejo

Hasta el afio 2005, el compléjo parapsilosis se dividia en 3 grupos (I, 11 y 111)
en base a diferencias genéticas ya que son fenotipicamente indistinguibles (Figura 1).
Las diferencias observadas mediante el analisis de la amplificacion al azar del DNA
polimorfico (randomly amplified polymorphic DNA; RAPD) (102), el analisis de los
espaciadores internos transcritos del DNA ribosomgdral transcribed spacer; ITS)
(103), de las secuencias de DNA mitocondrial (104), de las secuencias genéticas del
DNA de la topoisomerasa Il (105) y de las secuencias de los dominios D1/D2 del RNAr
(Acido ribonucleico ribosomal) (106,107), llevaron a algunos autores a sugerir que los 3
grupos podian considerarse 3 especies distintas. Pero no fue hasta el afio 2005 en que
Tavanti et al (108) mediante tipificacion multilocus de secuendidslijlocus sequence
typing; MLST), reveld que las secuencias de los 3 grupos diferian al mismo nivel que lo
hacian distintas especies, razon por la que finalmente los 3 grupos fueron designados
formalmente como diferentes especiésparapsilosis sensu stricto (1), C. orthopsilosis
(1), y C. metapsilosis (11l). Ademas, recientemente se ha publicado un estudio en el que
se identificaron, mediante el andlisis de las regiones ITS y dedosating type, 2
subgrupos distintos deC. orthopsilosis los cuales fueron designados coni

orthopsilosis tipo | y C. orthopsilosistipo 2 (109).
Algunos trabajos han revelado que las 3 especies del complejo presentan

distintos grados de virulencia (110), diferentes patrones de sensibilidad para

determinados antifungicos (111) y diferencias en su prevalencia (22). No obstante,
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actualmente muy pocos laboratorios clinicos distinguen entre estas 3 especies, debido a

gue no existen métodos comerciales que tenga la capacidad para discriminar entre ellas.

C. parapsilosis sensu stricto C. orthopsilosis C. metapsilosis

Figura 1. Morfologia colonial de las 3 especies del compejparapsilosis en CHROMagar Candida.

1.2.3. Distribucion

C. parapsilosis es de las tres, la especie mas comunmente aislada de
hemocultivos, con porcentajes que oscilan entre el 75% y el 98% (111,112), mientras
queC. orthopsilosis y C. metapsilosis son mucho menos frecuentes, entre el 1,4% vy el
23,5% (111,113) y el 0,8% y el 5,6%, respectivamente (112,114).

También se han detectado diferencias significativas en funcion de la region de
estudio, tal y como se observé en el estudio ARTEMifungal Surveillance (2001-
2006), en el que se encontré una prevalenci€.darthopsilosis en Africa del 0,7%,

mientras que la de Sud América fue del 10,9% (115).
La baja frecuencia detectada tantoGerorthopsilosis como enC. metapsilosis

podria deberse a la menor virulencia que presentan estas dos especies y al hecho de que

C. metapsilosis presenta un menor tropismo por la sangre (112).
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1.2.4. Factores de virulencia

De entre las especies del gén€emdida, C. parapsilosis es la que presenta una
menor mortalidad lo que se debe posiblemente a que tiene una menor virulencia (116).
Comparativamente corC. albicans, C. parapsilosis tienen menor capacidad de

adherirse a las células epiteliales (117) y es incapaz de formar hifas verdaderas.

Aunque puede presentar otros factores de virulencia, la formacién de biofilm es
considerado el factor de virulencia mas importante en C. parapsi(®3,418-121).

También se han descrito diferencias en el grado de virulencia entre las 3 especies
del complejoC. parapsilosis, y aunque la mayoria de estudios incluyen pocos aislados
de C. orthopsilosis y C. metapsilosis, parece ser que estas son incapaces de formar

biofilm (122) y su implicaciébn como agentes de candidemia es nula o escasa.

1.2.5. Genética

Las especies del complefo. parapsilosis presentan muy poca variabilidad
genética comparada con la de las otras especies del género (123-125), con relativa poca
frecuencia de heterocigosis y un nivel extremadamente bajo de polimorfismos de un
solo nucledtido (125).C. parapsilosis es la especie del complejo que exhibe
significativamente una menor diversidad genémica comparad@.amthopsilosisy C.
metapsilosis. Se cree que las 3 especies podrian haber divergido recientemente,
probablemente en el dltimo millon de afiaspartir de un ancestro com(t26), y el
hecho de que determinados alelos identificadosCermparapsilosis estén también
presentes ef. orthopsilosis y C. metapsilosis, mientras que alelos especificos @e
orthopsilosis y C. metapsilosis no se identifican eR. parapsilosis, hacen suponer que
esta Ultima ha emergido recientemente mediante la divergencia de una subpoblacion
genéticamente homogénea que podria haber sido positivamente seleccionada debido a

algun rasgo fenotipico particular (123,126).
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1.2.6. Sensibilidad

En general, todos los agentes antifungicos (azoles, polienos, 5-flucitosina y
equinocandinas) presentan buena actividad frente a las tres especies del d@mplejo
parapsilosis. No obstante, existen algunas diferencias en la sensibilidad frente a las
equinocandinas, la anfotericina B (AMB) y la 5-flucitosina (5FC), sier@o
parapsilosis menos sensiblén vitro a estos antifungicos qué. orthopsilosis y C.
metapsilosis (114,115,127,128)Aunque no esta claro el porqué de estas diferencias, se
ha sugerido que podrian ser resultado de variaciones en los componentes de la pared
celular, una menor afinidad del complejo proteico glucano sintetasa, o variaciones en la

red de regulacion de este complejo (129).

Es bien conocido que las especies de este complejo presentan un menor
sensibilidad intrinseca a las equinocandinas, comparada con la de las otras especies del
géneroCandida. Asi, en la mayoria de estudios publicados, el valor de lag{CIM
(concentracion inhibitoria minima) de caspofungina (CFG), micafungina (MFG) y
anidulafungina (AFG) frente @. parapsilosis es de 1, 2 y 2ug/ml), respectivamente.
Mientras que ef. albicansy C. glabrata suelen situarse alrededor de 0.12, 0.06 y 0.06
(ng/ml) (130-132), respectivamente. De entre lasdgegnocandinas, la CFG es la que
presenta mayor actividad vitro frente aC. parapsilosis, por el contrario, en las otras

especies del género Candida se observa una mayor actividad de la AFG y la MFG.

1.2.7. Estudios de clonalidad

Las técnicas de tipificacion para estudiar la clonalidad de aislados de candida
proporcionan informacion atil en muchos ambitos (133). En primer lugar, permiten
estudiar la dindmica de propagacion y la estructura de la poblacién de un hongo en el
entorno ambiental y hospitalario. En segundo lugar, son utiles en el estudio de
colonizacion o infeccidn en un Unico paciente, ya que permite diferenciar entre las
cepas aisladas tan solo una vez y las que son capaces de persistir en el paciente durante
periodos mas prolongados. En tercer lugar, permiten determinar la fuente de infeccion y
la ruta de transmision de la candidemia, factores importantes para el desarrollo de

estrategias de prevencion y control de esta infeccion. En cuarto lugar, proporcionan
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informacion valiosa sobre la evolucidén y diversificacion de las especies, y permiten
detectar cepas endémicas. En dultimo lugar, permiten detectar y estudiar brotes

hospitalarios.

Cuando se sospeche un brote hospitalario seria deseable estudiar la clonalidad
tanto de cepas infectantes como de cepas ambientales recogidas en el entorno de los
pacientes y de las manos del personal sanitario (134). Sin un estudio genotipico no es
posible cuantificar la proporcion de casos causados por genotipos endémicos, por lo
tanto la definicion de brote hospitalario se basaria solo en un aumento en el nimero de

casos en una unidad hospitalaria en particular.

Como ya se ha comentado, el compl€oparapsilosis presenta muy poca
diversidad genética (125) y en consecuencia, pocas son las técnicas que presentan un
poder discriminatorio suficiente como para ser capaces de diferenciar entre aislados de

C. parapsilosis epidemiologicamente no relacionados.

Las técnicas de RAPD (57,108houthern blot con sondas de hibridacién (101)
y RFLP festriction fragment length polymorphism) (135) son las que presentan un
menor poder discriminatorio. Por el contrario, los microsatélites o SidRt fandem
repeats) han mostrado un poder discriminatorio muy alto permitiendo identificar

multiples genotipos diferentes (136,137).
La técnica de MALDI-TOF ha sido analizada como método de tipificacion para

C. parapsilosis en un unico estudio, demostrando un menor poder discriminatorio que
los STR (138).

1.3. Las equinocandinas

Las equinocandinas son un grupo de antifingicos semisintéticos de naturaleza
lipopeptidica, compuestos por un hexapéptido ciclico unido a una cadena lateral de acilo

graso (Figura 2), que son producidos mediante la fermentacion de diferentes hongos:

30



INTRODUCCION

Coleophoma empedri (MFG), Aspergillus nidulans (AFG) y Glarea lozoyensis (CFG)
(139).

Se trata de la primera clase de antifungicos, y los Unicos aprobados por la FDA
(Food and Drug Administration) hasta la actualidad, que inhiben la sintesis del

principal componente de la pared celular,-€1{3)-D-glucano.

La pared celular de los hongos rodea la membrana celular que estd compuesta
principalmente de ergosterol y proteinas transmembrana, y es indispensable para
mantener la viabilidad del hongo ya que es la responsable de la integridad estructural y
de la forma de la célula. La pared celular esta formada por una capa interna, compuesta
por dos polisacaridos unidos covalentement@;(@l,3)-D-glucano #55%) y la quitina
(=3%), que estan ausentes en el cuerpo humano, y pdfi@)-D-glucano #5%), que
une la capa interna con la capa externa, compuesta por polisacaridos de r20%3a (

y proteinas de la pared celular (Figura 3) (140).

El hecho de que la accidn de estos antifungicos vaya dirigida a inhibir la sintesis
de un compuesto propio del hongo e indispensable para su viabilidad, hace que se trate
de un grupo de antifingicos sumamente especificos y potencialmente fungicidas (141).

CASPOFUNGINA MICAFUNGINA
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Figura 2. Estructura quimica de las equinocandinas.
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Figura 3. Estructura de la pared celular de candida.

1.3.1. Mecanismo de accién y complejo(i,3)-D-glucano sintetasa

Las equinocandinas operan de forma no competitiva inhibiendo el complejo
enziméaticop-(1,3)-D-glucano sintetasa (GS) (Figura 4) encargdelta biosintesis del
B-(1,3)-D-glucano (142-146). La inhibicion de la G®nlleva una deplecion d@k
(1,3)-D-glucano de la pared celular, una inestabilidad osmotica y finalmente la lisis y la
muerte celular. (147-149).

Aunque se desconoce el modo en que interaccionan las equinocandinas y la GS,
se cree que la cadena de acilo graso del antifiungico se une a la membrana celular e
interacciona con las regiones de la GS que quedan expuestas en la parte exterior de la
membrana (150,151).

Lap-(1,3)-D-GS cataliza la reaccion de transferencifraleciones de azucar de
moléculas donadoras a moléculas aceptoras especificas mediante la formacion de

enlaces glucosidicos (152), segun la siguiente reaccion:

UDP-glucosa + { (1,3)-D-glucosyl }(N) UDP + { B-(1,3)-D-glucosyl }(N+1)
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El complejo GS esta formado por dos subunidades, la Fksp y la Rhop. La
subunidad Fks es la fracciéon catalitica del complejo, se trata de una proteina con unos
16 dominios transmembrana codificada por los géi€S La subunidad Rho, esta

codificada por el gen RH@es la fraccion que regula la actividad de la GS (153+155)

En las levaduras existen 3 genes paralogos que codifican para la fraccion
catalitica del complejo GS, €KSl, FKS2 y FKS3. En la mayoria de las especies, el
genFKSL es el mas activo, mientras qud-&IS2 es expresado durante el ciclo sexual y
durante la esporulacion en condiciones de inanicidbn (156), y elF§e&8 esta
involucrado en el ensamblaje de la pared de la espora (157).

Manango

B-(1,3)-ghicana
Qisitina

P-(1,3)-D-glucana sintetasa

B-{1,3)-D-glucano sintetasa

Figura 4. Mecanismo de accién de las equinocandinas.

1.3.2. Mecanismos de resistencia descritos en Candida

Aunqgue se desconoce el mecanismo exacto por elCqparapsilosis puede
resistir la acciéon de la equinocandinas, se han analizado diversos mecanismos de
resistencia en distintas especies Candida que podrian estar involucrados en la

sensibilidad reducida a las equinocandiresiiced echinocandin susceptibility; RES).
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1.3.2.1. Modificacion de la diana de accion

El principal mecanismo de resistencia frente a las equinocandinas descrito en las
especies del géneftandida es la modificacion de la diana de accién (Figura 5). Se han
descrito mutaciones nucleotidicas en regiones especificas de los FjeBegue
comportan substituciones aminoacidicas en la engifiz3)-D-GS, las cuales reducen
la capacidad de las equinocandinas para inhibir la accion de la enzima, confiriendo al
hongo una sensibilidad reducida a las equinocandinas que se ha asociado al fracaso
clinico (158,159). No obstante, estas mutaciones también podrian comprometer la
virulencia y el fithessde estos aislados (160).

El primer estudio en el que se identificaron mutaciones en dfi§8h de cepas
clinicas deC. albicans, aisladas de pacientes que no respondieron al tratamiento con
caspofungina, y que estaban situadas especificamente en dos regiones conservadas, la
region HS fot spot) 1 que incluye 9 aminoacidos y la region HS2 que incluye 8
aminoacidos, fue llevado a cabo por Patkal. en el afio 2005 (159). Estudios
posteriores demostraron que aislados clinicosCdetropicalis y C. krusei con
sensibilidad reducida a la caspofungina, también presentaban mutaciones puntuales en
el genFKSL y también se agrupan en dos regiones altamente conservadas, los HS (161).
En el caso de cepas @eglabrata no sensibles a las equinocandirees han detectado
mutaciones en las regiones HS de los géi€SL y FKS2 (162). En el anexo IV se
detallan las mutaciones descritas hasta la actualidad en losFg€8esn las distintas

especies de Candida.

En el caso deC. parapsilosis, se ha detectado un polimorfismo natural
(sustitucion de una prolina por una alanina en la posicion 660; P660A) en la region HS1
del genFKSL, que se considera el responsable de la menor sensibilidad intrinseca de
estas especies a las equinocandinas (163). Como fue demostrado en estudios
posteriores, que evidenciaron que las cepa€.dabicans y C. glabrata que habian
adquirido una mutacién en la posicidbn equivalente a la del polimorfismo P660A,
presentaban una disminucion de la sensibilidad de la GS a las equinocandinas de 2 log
con respecto a las cepadd type (WT) (163). Asi mismo, en este estudio, mediante

ingenieria genética, introdujeron la mutacion P647A, equivalente a la P660A, en una
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cepa sensible d&ccharomyces cervisiae y observaron que la GS de ésta también
reducia su sensibilidad a las equinocandinas en 2 log.

A pesar de que parece ser que se ha identificado el mecanismo por el cual las
especies del complefo. parapsilosis presentan una menor sensibilidad intrinseca a las
equinocandinas, hasta la fecha, aun no se ha podido establecer el mecanismo de
resistencia por el que determinados aislados Cdeparapsilosis adquieren una
sensibilidad reducida a las equinocandinas. No existe ningun aislado clinico de
parapsilosis con una sensibilidad reducida adquirida a alguna de las 3 equinocandinas,
al que se le haya identificado una mutacion en las regiones HS1/HS2 @& $jery el
gen FK& nunca ha sido estudiado €n parapsilosis. No obstante, actualmente son
pocos los aislados d& parapsilosis resistentes a las equinocandinas o con una CIM >2

pug/ml descritos y a los que se les ha analizadoreF§&1 (130).

Tal y como pasa co@. parapsilosis, especie en la que aun no se ha descrito el
mecanismo de resistencia que permite que determinadas cepas adquieran resistencia
frente a estos antifingicos, en el casoQlalbicans, C. glabrata, C. krusel y C.
tropicalis, la modificacion de la diana de accion como mecanismo de resistencia no
permite explicar la sensibilidad reducida frente a las equinocandinas en todos los
aislados resistentes descritos (130,161,162,164-167). Por lo que algunos autores han

sugerido la existencia de otros mecanismos de resistencia a las equinocandinas.

1.3.2.2. Bombas de expulsion

Uno de los mecanismos alternativo a la modificacion de la diana propuesto
como mecanismo de resistencia a las equinocandinas es la sobreexpresion de las
bombas de expulsion (Figura 5). Este mecanismo fue descrito por Schuetzer-
Muehlbaueret al. (2003) (168) en un estudio en el que analizé tres aislad@ de
albicans resistentes al fluconazol (FLC), ketoconazol e itraconazol (ITC). Los 3
aislados presentaron elevados niveles de RNAmM para los &8sy CDR2 que
codifican para bombas de expulsion y estan implicados en la resistencia a los azoles en
candida, y observaron que 2 de ellos, concretamente los que presentaron mayor

sobreexpresion de las bombas de expulsion, eran ademas resistentes a la CFG. Se
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secuencio el gerKSL de los 3 aislados d€. albicans y no se detectd ninguna

mutacion.

Contrario a esta hipotesis son los resultados descritos por &iiahi (2006)
(169) que condujo un estudio en el que concluyé que la sobreexpresion de los ABC
transporters (ATRinding cassette), CDR1 y CDR2 de C. albicans producen tan solo
una ligera disminucion de la sensibilidad frente a la CFG. Ademas, ninguno de los
aislados dé&accharomyces cerevisiae en los que, mediante ingenieria genética, se sobre
expresd Cdrlp y/o Cdr2p de albicans, presentd una reduccion significativa de la
sensibilidad a la CFG o a la MFG.

1.3.2.3. Respuestas adaptativas al estrés causado por las equinocandinas

Un dltimo mecanismo de resistencia o tolerancia descrito frente a las
equinocandinas, que actualmente esta siendo estudiado, es la activacion de respuestas
adaptativas o de compensacion frente a estimulos externos estresantes para la célula
(Figura 5). En un intento de mantener la integridad celular en presencia de
equinocandinas, la célula activa una respuesta de compensacion en la que se incrementa
la concentracion de quitina de la pared celular para contrarrestar la deplecion de glucano
(170).

El incremento de la sintesis de quitina en la pared celular esta mediado a través
de multiples vias de integridad de la pared celular. Entre ellas la via PRidteir
Kinase C), HOG High-Osmolarity Glycerol) y las vias de sefializacion de la
calcineurina/C&. Estas vias de sefializacion promueven la sintesis de factores de
transcripcion que a su vez controlan la expresion de genes relacionados con la sintesis
de la pared celular. Entre ellos, los ge@etS (Chitin Synthase) que codifican para las
enzimas Chsp que son las encargadas de la sintesis de la quitina (141).

Se ha visto que el tratamiento de células WTQdealbicans con C&" y
calcofluor blanco (CFW), componentes que activan las vias calcineufihg/®&C
respectivamente, conllevan a un incremento tres veces mayor del contenido de quitina,
lo que reduce la sensibilidad a la CFG (171,172). Los aisladd3. dibicans que
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presentan niveles basales de quitina mas elevados, también presentan una menor
sensibilidad a la CFG (173).

En un estudio llevado a cabo por Walkeal. (2008) (172), se demostro que el
tratamiento previo con equinocandinas en aisladosCdalbicans estimulaba la
expresion de los gene€HS incrementaba la actividad enzimatica de Chsp,
consecuentemente aumentaba el contenido basal de quitina presente en la pared celular
y disminuia la sensibilidad de los aislados a las equinocandinatro. Lee et al.

(2012) (174) observo que no solo ocurraitro, si no que las equinocandinas también

eran menos eficacan vivo frente a aislados d€. albicans con elevados niveles de
quitina en la pared celular. Observé que ratones infectados por cepas que contenian
elevados niveles de quitina presentaban cargas fungicas mayores y mas pérdida de peso
durante la infeccidn, que los ratones infectados por cepas con concentraciones mas bajas
de quitina en la pared celular. Ademas, detectaron que algunos clones recuperados
después de la infeccion presentaban niveles de quitina 1.6 veces mayores que las cepas
WT, mantenian una significativa menor sensibilidad a la GCrGitro y habian
adquirido una mutacion puntual en el g&#Sl resultando en la sustitucion
aminoacidica S645Y. Con estos resultados sugirieron gue la eficacia de la CFG frente a
C. albicans fue reducidain vivo debido a un incremento en los niveles basales de

quitina de la pared celular y/o a mutaciones puntuales en ElKg&in

Walkeret al. (2013) (175) publicé otro articulo en el que pretendia determinar si
aislados clinicos de diferentes especies de Candida, con diferentes CIM frente a la CFG,
eran menos sensibles a este antifungico debido a un mayor contenido basal de quitina en
la pared celular, a la adquisicion de mutaciones puntuales en élKgino a una
combinacion de ambos mecanismos. Todos los aislados estudiados eran sensibles a la
CFG, con tan solo un aislado Gekrusei resistente. Los resultados obtenidos en este
estudio, demostraron que en la mayoria de los aislad@salkicans, C. tropicalis, C.
guilliermondii, en un aislado d€. krusei y en otro deC. parapsilosis después de un
tratamiento previo con CFG, se activaba la sintesis de quitina y presentaban una
sensibilidad reducida a la CFG. Ademas, ninguno de los aislados, a excepcion de un
aislado deC. parapsilosis, mostré una mutacion en la region HS1 del §&&l1. El

aislado deC. parapsilosis sensible a la CFG que presentd la mutacion S656P es el
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anico, en toda la bibliografia publicada hasta la fecha, al que se le ha identificado una
mutacion en la region HS1 del gen FKSL.

Modificacion de |a diana de Bormbas de efiu Respuestas adaptativas al
accion: Mutaciones puntuales il AR estres
genes FKS

A ) .

b2 Equinocandin
ekt o

TOL B LS

f-(1,3)-D-glucano sintetasa

Activacion vias de sefializacion
(PKC, HOG, Ca*-Calcineurina)

b

Sintesis de Quitina

Figura 5. Mecanismos de resistencia descritos en candida frente a las equinocandinas.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis doctoral han sido:

1. Evaluar la incidencia y la distribucion d& parapsilosis, C. orthopsilosis y C.

metapsilosis a o largo de 15 afios en un Hospital Universitario.

2. Determinar de la sensibilidad vitro deC. parapsilosis a los azoles, la anfotericina
B, la 5-fluorocitosina y las equinocandinas a lo largo de 15 afios en un Hospital

Universitario.

3. Comparar los patrones de sensibilidad a las equinocandinas entre aislados de

C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis.

4. Determinar la implicacion de la modificacion de la diana de accion de las
equinocandinas como mecanismo de resistencia tanto intrinseco como adquirido a
estos antifungicos, mediante la correlacion de las CIM frente a la caspofungina, la
anidulafungina y la micafungina con la presencia de mutaciones en logfeties
y FKS2 en una coleccion de aislados clinicosd@arapsilosis, C. orthopsilosis y

C. metapsilosis, y otras especies relevantes del género Candida.

5. Estudiar los niveles de quitina presentes en la pared celular, tanto basales como
después de un tratamiento con caspofungina, para determinar la posible implicacion
como mecanismo alternativo a la modificacién de la diana de accidn, en la reducida
sensibilidad intrinseca y adquirida a las equinocandina€.gmarapsilosis, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

6. Genotipar aislados d€. parapsiloss para determinar la presencia de cepas

clonales asi como de clones endémicos.
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3.MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Epidemiologia de las fungemias en un Hospital Universitario a lo
largo de 15 afos: relevancia de€. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.

metapsilosis
3.1.1. Estudio epidemiolégico de las fungemias

3.1.1.1. Periodo del estudio y definiciones

En el estudio fueron incluidos todos los episodios de fungemia detectados en los
pacientes hospitalizados entre Enero de 1997 y Diciembre de 2011 en el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. A lo largo de todo el periodo de estudio, este
hospital tuvo un area de influencia con una poblacion de aproximadamente 420.000

habitantes representando el 25% de la poblacion de Barcelona.

Un episodio de fungemia fue definido como el aislamiento de una levadura o un
hongo filamentoso en un hemocultivo. En los pacientes con varios aislamientos, se
consideré que se trataba de un uUnico episodio cuando los cultivos de sangre fueron
positivos por la misma especie y estuvieron separados por menos de 30 dias. Se
considero que se trataba de dos episodios distintos de fungemia cuando en un segundo
aislamiento se aislaron levaduras de especies distintas o cuando tratandose de la misma

especie habia transcurrido mas de un mes desde el episodio previo.

3.1.1.2. Hemocultivos e identificacién de las levaduras aisladas

Para el diagnostico de las septicemias se empled el sistema semiautomatico de
hemocultivos BacT/Alert®. En los hemocultivos positivos se extrajo una alicuota y se
practicaron una o varias extensiones que fueron observadas microscépicamente después
de una tincién de Gram. En caso de observarse la presencia de levaduras, se sembraron
1 o 2 gotas de la alicuota en agar glucosado de Sabouraud suplementado con
gentamicina y cloranfenicol (Oxoid, Madrid, Espafia), agar sangre (Oxoid, Madrid,
Espaia), y CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Francia). Las placas de los
cultivos fueron incubadas a 37°C durante y las colonias crecidas fueron examinadas
macroscopicamente y microscopicamente. Las levaduras fueron identificadas mediante
el uso de kits comerciales (VITEK 2 YST, API ID 32C, o API 20C AUX) siguiendo las
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instrucciones del fabricante.

El primer aislado de cada uno de los casos de fungemia fue resembrado en agar

sangre (Oxoid, Madrid, Espafia) y conservado por liofilizacion.

Un aislado deC. parapsilosis de cada uno de los episodios de fungemia fue
recuperado de la coleccién de lidfilos guardada en el laboratorio de micologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, para ello los liofilos fueron
rehidratados con suero fisiolégico y sembrados en CHROMagar Candida
(CHROMagar, Paris, Francia) y en agar Sabouraud (Oxoid, Madrid, Espafia), para testar

su viabilidad y pureza.

3.1.2. Identificacibn molecular de C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.

metapsilosis

Para distinguir entre las 3 especies que componeangblejoC. parapsilosis:
C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, se amplificd y secuencio el gen 5.8s
rRNA vy las secuencias nucleotidicas adyacentes al gen que comprenden las regiones
ITS1 (Internal Transcribed Spacer) e ITS2 (108).

3.1.2.1. Extraccion del DNA gendémico

El DNA gendmico fue extraido utilizando el kit comercial InstaGene Matrix
(BioRad, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Resumidamente, a partir
de un cultivo en agar Sabouraud (Oxoid, Madrid, Espafia) de 24-48h, se resuspendieron
2 0 3 colonias de la levadura en 20@e agua destilada estéril (gB). Se centrifugd a
12.000 rpm durante 5’ y se descarto el sobrenadante. Se anadi@@d@umatriz de
InstaGene Matrix al sedimento. Se incubd la mezcla a 56°C durante 30’. Seguidamente
se agitdo durante 30" y se hirvio durante 8. Se volvié a agitar durante 30" y se
centrifugd a 10.000 rpm durante 3'. Se pas6 el sobrenadante, fase que contenia el DNA

gendmico, a un nuevo tubo tipo eppendorf estéril.

46



MATERIALES Y METODOS

3.1.2.2. Amplificacién y secuenciacion de la region ITS

La amplificacion de la region ITS se llevo a cabo mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCHolimerase Chain Reaction) con los iniciadores ITS-1 e ITS-4
(Tabla 2). La mezcla de reaccion de PCR contenpilad® tampon 10x con magnesio a
una concentracion de 15 mM (Rochell4le dNTPs Deoxynuclectide Triphosphates)

a una concentracion de 10mMpubde cada uno de los iniciadores a una concentracion

de 10uM, 0,5l de Taq Expand a una concentracion de 38 (Roche) y 4ul de la
extraccion de DNA gendmico (108,176), en 2alsle dHO estéril. Las condiciones de
amplificacion fueron: un primer ciclo de desnaturalizacion inicial de 6’ a 95°C, seguido
de 35 ciclos de 45” a 95°C para la desnaturalizacion, 60” a 55°C panaealing y

90” a 72°C para la extensién. Se incluyé un paso adicional de 10" a 72°C. La
secuenciacion de todos los productos de PCR se llevd a cabo en la empresa Macrogen

(Amsterdam, Holanda).

Las secuencias de DNA obtenidas fueron comparadas con las secueriias de
parapsilosis, C. orthopsilosis, y C. metapsilosis que aparecen en el NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (GenBank) (Numero de acceso GenBank: AB109275,
EU557373, EU557369, respectivamente).

3.2. Estudio de sensibilidad enC. parapsilosis, C. orthopsilosis, C.
metapsilosis y otras especies relevantes deandida.

3.2.1. Estudio de sensibilidad in vitro frente a 9 agentes antifungicos en C.

parapsilosis complex causantes de fungemia (1997-2011)

El estudio de sensibilidabh vitro se llevd a cabo en los 68 aislados Gle
parapsilosis complex identificados en el estudio epidemiolégico de las fungemias
llevado a cabo entre los afios 1997 y 2011 (67 aisladGsmieapsilosisy 1 aislado de
C. orthopsilosis). Para ello, se empled el panel colorimétrico Sensititre YeastOne SYO-
10 (Trek Diagnostic Systems, Reino Unido), que permite el estudio de sensibilidad

frente a 9 antifingicos: anidulafungina (AFG), micafungina (MFG), caspofungina
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(CFG), flucitosina (5FC), posaconazol (POS), voriconazol (VRC), itraconazol (ITC),
fluconazol (FLC), y anfotericina B (AMB).

El estudio de sensibilidad se realizo a partir de un cultivo puro de 24h siguiendo
las recomendaciones del fabricante: partiendo de una suspension 0,5 McFarland se
transfieren 2Qu de ésta a 11 ml del caldo de inéculo YestOne yiame el uso de un
inoculador automatico (Autolnoculator nefelometro Sensititre®) se transfirieronl 100
a cada uno de los pocillos del panel, se cubre la placa con una lamina adhesiva y se
incuba durante 24h a 35°C.

Los resultados se leyeron visualmente con la ayuda de un espejo de lectura
valorando el crecimiento de la levadura en funcién del cambio de color del indicador de
crecimiento colorimétrico, de azul (negativo, no crecimiento) a rosa (positivo, si

crecimiento) (Figura 6).

En el caso de los azoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol) y la
flucitosina, la CIM (concentracién inhibitoria minima) se defini6 como la concentracion
mas baja del agente antifungico que inhibe sustancialmente el desarrollo de la levadura,
es decir el primer pocillo que muestra un cambio de color menos intenso que el del
pocillo de control de crecimiento positivo (equivalente al 50% de inhibicién del
crecimiento), mientras que en el caso de las equinocandinas (caspofungina, micafungina
y anidulafungina) y la anfotericina B, la CIM se defini6 como el primer pocillo que no

presentaba cambio de color (la menor concentracion que presenta color azul).

Para la interpretacion de los resultados, se utilizaron los nuevos puntos de corte
clinicos (CBP;Clinical BreakPoints) especificos para especie y los puntos de corte
epidemiolégicos (ECVsEpidemiological CutOff values) propuestos por Pfallest al.

(177-183). Se calcularon los valores de €IMCIMgpara todos los antifungicos.
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Figura 6. Panel colorimétrico Sensititre YeastOne SYO-10. Los pocillos rosas indican crecimiento,
mientras que los azules indican ausencia de crecimiento.

3.2.2. Cepas deC. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis y otras
especies relevantes d€andida empleadas en el andlisis de sensibilidad

vitro y en el estudio de mecanismos de resistencia a las equinocandinas

El estudio de la sensibilidad vitro (empleando el panel colorimétrico Sensititre
YeastOne SYO-10, tal y como se ha explicado en el apartado anterior) y el analisis de
los mecanismos de resistencia a las equinocandinas se llevé a cabo en los 68 aislados de
C. parapsilosis complex mencionados con anterioridad. También se incluyeron las
cepas deC. parapsilosis causantes de fungemia en el Hospital de Sant Pau durante el
afio 2012 (5 aislados) y 5 aisladosClegarapsilosis cedidos amablemente por la Dra.

Emilia Cantén de la Unidad de Microbiologia Experimental del Hospital Universitario

La Fe (Valencia, Espafa).

Ademas, se incluyeron en el estudio otros 28 aislados clinicos de especies de
Candida diferentes &C. parapsilosis y no sensibles a alguna de las 3 equinocandinas,
obtenidos de hemocultivo€. albicans (5 aislados)C. glabrata (12 aislados)C. krusei
(7 aislados) yC. tropicalis (4 aislados). Dieciocho de estos aislados fueron cedidos por
la Dra. Emilia Cantdén procedentes de la coleccion de cepas del estudio FUNGEMYCA
(184).
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Adicionalmente se incluyeron 6 cepas clinicasCdekrusei sensibles a las 3
equinocandinas procedentes de la coleccién de lidfilos del Servicio de Microbiologia
del Hospital de Sant Pau, mas 3 aisladosderthopsilosis y 3 deC. metapsilosis,
cedidos amablemente por la Dra. Carol Munro y el Dr. Neil Gow (Aberdeen, Reino
Unido).

3.2.3. Cepas control incluidas en el estudio de sensibilidad y de mecanismos

de resistencia

En el estudio de sensibilidad se incluy6 la cepa 822019 deC. parapsilosis
y la cepa ATCC6258 de C. krusden el analisis de los niveles de quitina presentes en la
pared celular, evaluado como posible mecanismo de resistencia, se incluyd como
control la cepa wild type d€. albicans SC5314, cedida por la Dra. Carol Munro y el
Dr. Neil Gow (Aberdeen, Reino Unido).

3.3. Resistencia a las equinocandinas &b parapsilosis complex por
modificacion de la diana de accién: analisis de las regiones HS1 y HS2
de los gene§KS1 y FKS2

Para la amplificacion de las regiones HS1 y HS2 de los gaf@by FKS2 en
las distintas especies del gén@andida se utilizaron diferentes iniciadores en funcion

de la especie (Tabla 2).
— Para la amplificacion de las regiones HS1 y HS2 del &Sl en C.
parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis, C. albicans y C. tropicalis se

utilizaron los iniciadores universales descritos previamente (163).

— Para la amplificacion de las regiones HS1 y HS2 del g&s2 de C.

parapsilosis se disefiaron en este estudio iniciadores especificos.
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Para la amplificacion de las regiones HS1 y HS2 deFe$l deC. krusel y C.
glabrata y de las regiones HS1 y HS2 del g&0S2 deC. glabrata se utilizaron

los iniciadores descritos con anterioridad por otros autores (161,185).

Para la amplificacion de estas regiones se aplicaron dos protocolos distintos y

diferentes temperaturas de hibridacion para cada par de iniciadores, como se detalla en
la Tabla 2.

En el caso de las especies del complgjoparapsilosis, C. albicans y C.
tropicalis, las PCRs se llevaron a cabo en un volumen total del Zfue
contenia 2ul de tampdén 10x con magnesio a una concentracioti5denM
(Roche), 2ul de dNTPs a una concentracion de 10 mM,2,8e cada uno de

los dos iniciadores a una concentracion devb 0,4 ul de Tag Expand a una
concentracion de 3,5 W/ (Roche), 2ul de la extraccion de DNA gendémico y

13,6 ul de dHO estéril. Las condiciones de amplificacion fueron: un primer
ciclo de desnaturalizacién inicial de 10’ a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30" a
95°C para la desnaturalizacion, 30" a la temperatura determinada de cada par de
iniciadores para la hibridacion (Tabla 2) y 60” a 72°C para la extension. Se

incluyé un paso adicional de 10’ a 72°C (BioRadi-cycler).

En el caso d€. glabrata y C. krusei, la mezcla de reaccion utilizada tenia un
volumen total de 5@l: 5 ul de tampon 10x (Roche), 8,4 de MgCh (25 mM),

5 ul de dNTPs (10mM), 2,k de cada uno de los iniciadores (i), 0,6 ul de

Taq Expand (3,5ud) (Roche), 4ul de la extraccion de DNA gendémico y gR

de dHO estéril. Las condiciones de amplificacion fueron: un primer ciclo de
desnaturalizacion inicial de 10" a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30" a 94°C para
la desnaturalizacion, 30" a la temperatura de hibridacion determinada para cada
par de iniciadores y 30” a 72°C para la extensién. Se incluy6 un paso adicional
de 10’ a 72°C (BioRadi-cycler).

La secuenciacién de todos los productos de PCR se llevé a cabo en la empresa

Macrogen (Amsterdam, Holanda). Para el andlisis de las secuencias se emple6 el

software BioNumerics Software (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) y las

secuencias nucleotidicas obtenidas, asi como las correspondientes secuencias
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aminoacidicas fueron comparadas con las secuencias depositadas en el GenBank. Los
nameros de acceso para cada uno de los genes (nimero de acceso de la secuencia
proteica) y especies son los siguient@sparapsilosis FKS1L: EU221325 (ABX80511);

C. parapsilosis FKS2: EU221326 (ABX80512);C. orthopsilosis FKSL: EU350513
(ABY67253); C. metapsilosis FKSL: EU350514 (ABY67254);C. albicans FKSL:

D88815 (BAA21535)C. tropicalis FKSL: XM_002550317 (XP_002550363}; krusei

FKSL: EF426563 (AAY40291)C. glabrata FKSL: XM_446406 (XP_446406); L.

glabrata FKS2: XM_446401 (XP_446401).

Para llevar a cabo el alineamiento de la secuencia de aminoécidos de las

regiones en las que se detectaron mutaciones en la Fkslp en aisl@dpardpsilosis

y compararlas con la Fkslp de 7 especies del géGaralida y con la de
Saccharomyces cerevisiae, se empled el programa ClustalW. Los numeros de acceso de
la Fkslp de las especies empleadas para la comparacion hailC.smwapsilosis,
ABX80511; C. orthopsilosis, ABY67253; C. metapsilosis, ABY67254; C. albicans,
BAA21535; C. glabrata, XP_446406;C. tropicalis, XP_002550363;C. kruse,
AAY40291; S cerevisiag AAC13763.

3.4. Resistencia a las equinocandinas &h parapsilosis complex por
respuestas adaptativas al estrés: implicacion de los niveles basales de
guitina en la reducida sensibilidad a las equinocandinas y su

modificacion por la accidon de la caspofungina

3.4.1. Determinacion de los niveles basales de quitina en las especies del

complejo C. parapsilosis

Mediante una hidrolisis acida de la pared celudaladevadura, se analizaron los
niveles basales de los mondmeros que constituyen la quitina (glucosamina), los
glucanos (glucosa) y los mananos (manosa) presentes en la pared celular y se

cuantificaron mediante HPLC.
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A continuacién se detallan los pasos seguidos para el desarrollo de este estudio.

3.4.1.1. Preparacion del cultivo

A partir de un cultivo puro de 24 horas en agar glucosado de Sabouraud, se
inoculé un caldo YPD Yeast Extract-Peptone-Dextrose) y se incub6 toda la noche a
30°C con agitacion a 200 rpm. A partir de este cultivo, se inoculé un nuevo caldo de
YPD fresco, ajustando la concentracion de la levadura a una densidad optica (DO) final
de 0,2 a 600nm de longitud de onda. Este nuevo cultivo se incub6 en agitacion a 200
rpm durante 5 h a 30°C y se comprobé que estaba en fase exponencial de crecimiento

calculando la DO, la cual deberia estar situada entre valores de 0,6 y 0,8.

3.4.1.2. Extraccion de la pared celular, hidrélisis &cida y cuantificacion de

carbohidratos mediante HPLC

Los cultivos se centrifugaron durante 5’ a 5000 rpm y el sedimento, fase que
contenia las células, se lavo y resuspendio en 1 ml ge.dseguidamente, las células
fueron fracturadas fisicamente con el uso de perlas de vidrio (0,5 mm) en una maquina
FastPrep (Qbiogene). Las condiciones utilizadas para la rotura fisica de las células
fueron 20 veces X 45” a una velocidad de 4 m/s. Se recogié el sobrenadante en un
nuevo tubo de 50 ml, las perlas de vidrio fueron lavadas entre 3 y 4 veces mediante la
adicion de 1 ml de NaCl a 1M y los lavados fueron afiadiéndose sucesivamente al tubo
de 50 ml. Se centrifug6é a 5000 rpm durante 5'. El sedimento se lavé 5 veces con NaCl a
1M. Finalmente, se resuspendié el sedimento con 2 ml g@.dbe tomaron 2 alicuotas
de 1 ml cada una y se transfirieron a un tubo de tapon de rosca que habia sido pesado
previamente. Se centrifugaron los tubos a 11000 rpm durante 5 a temperatura
ambiente. El sedimento se resuspendié en tampdn de extracciéon SDS (50 mM TrisHCI,
pH 7,8, 2% SDS, 100 mM Na EDTA). Se calentaron los tubos a 100°C durante 10’. Se
centrifugd a 11000 rpm durante 5’, se lavo el sedimento en 1ml #2 yllde descart6
el sobrenadante. Se sacaron los tapones y se cubrio el tubo con parafilm y se agujereo.
Los tubos se congelaron a -20°C durante 2-3h. Seguidamente, los tubos fueron
liofilizados durante toda la noche. Al dia siguiente se peso el tubo con el tapdn incluido.

Al restar el peso del tubo con el sedimento liofilizado al peso del tubo vacio, se obtuvo
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el peso seco de la pared celular.

Para la cuantificacion de glucano, manano y quitina, la pared celular liofilizada
fue hidrolizada con acido. Se inicio la hidrélisis con un maximo de 3mg de peso seco de
pared celular. Se afadieron 500e acido trifluoroacético (TFAA) a 2M (Sigma). Se
dejaron los tubos tapados a 100°C durante 3h. Pasado este tiempo, se dejaron enfriar
durante 5’ a temperatura ambiente. Se sacaron los tapones y seguidamente se dejo
evaporar el TFAA a 65-70°C en la cabina de humos. Seguidamente, se resuspendio en 1
ml de dBO que se dejo evaporar a 65-70°C, paso que se repitid 2 veces. Finalmente, se
resuspendio con 100 de dHO por cada mg de peso seco de pared celular, teniendo

una concentracion final de 10 mg/ml.

Las muestras hidrolizadas se analizaron mediante cromatografia de intercambio
aniénico de alto rendimiento (HPAEC;high-performance anion-exchange
chromatography) en un sistema de analisis de hidratos de carbono de Dionex (Surrey,
Reino Unido). El sistema estaba equipado con un detector electroquimico pulsado ED50
(PED:; pulsed electrochemical detection), una bomba GS50, y una columna analitica
CarboPac PA-1 para la separacion de los carbohidratos (4X250 mm), a temperatura
ambiente. La columna se equilibré con 100 % de NaOH a 200 mM durante 20’ con una

tasa de flujo de 0,5 ml/min.

El procesamiento de las muestras fue el siguiente: una vez resuspendidas las
muestras con 10Ql de dHO por cada mg de peso seco de pared celular, éstas se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10'. El sobrenadante se diluyd 1/5 veces
directamente en un vial de HPLC. El volumen total en el vial fue deull0O9 el

volumen inyectado en la columna fue de 10 p
Los carbohidratos detectados y cuantificados por HPLC fueron los mondmeros

obtenidos a partir de la hidrélisis acida de la pared celular: glucosp-gletano,

manosa del manano y glucosamina de la quitina.

La concentracion de los distintos componentes fue determinada por calibracion a

partir de las curvas estandar de monémeros de glucosamina, glucosa y manosa (figura
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7). Todos los andlisis se hicieron en triplicado. La concentracion total de cada uno de
los componentes de la pared celular se expresd.eel cual se convirtio a porcentaje
del total de los carbohidratos detectados por HPLC.
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Figura 7. Curvas estandar de calibracion de la glucosa, manosa y glucosamina.

3.4.2. Efecto de la caspofungina sobre el contenido de quitina basal presente
en la pared celular.

3.4.2.1. Preparacion del cultivo en presencia de gagungina

A partir de un cultivo puro de 24 horas en agar glucosado de Sabouraud, se
inoculé un caldo YPD Yeast Extract-Peptone-Dextrose) y se incub6 toda la noche a
30°C con agitacién a 200 rpm. A partir de este cultivo, se inoculé un nuevo caldo de
YPD fresco con una concentracion de 0,082nl de caspofungina (CFG), ajustando la
concentracion de la levadura a una densidad o6ptica (DO) final de 0,2 a 600nm de
longitud de onda. Este nuevo cultivo se incub6 en agitacion a 200 rpm durante 5 h a

30°C y se comprobé que estaba en fase exponencial de crecimiento calculando la DO, la
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cual deberia estar situada entre valores de 0,6 y 0,8.

3.4.2.2. Extraccion de la pared celular, hidrélisisicida y cuantificacion de

carbohidratos mediante HPLC

La metodologia utilizada para la cuantificacioncdebohidratos presentes en la
pared celular después del tratamiento con caspofungina es la misma que la detallada en el
apartado 3.4.1.2.

3.4.3. Analisis de la distribucion de quitina en la pared celular

3.4.3.1. Preparacion del cultivo en presencia o ausencia de caspofungina

Para la preparacion de los cultivos se empled la misma metodologia ya descrita

en los apartados 3.4.1.1.y 3.4.2.1.

3.4.3.2. Tincién de fluorescencia y microscopia de fluorescencia

Para poder observar la distribucion de la quitiresgnte en la pared celular de
las distintas especies estudiadas, se utilizo el blanco de Calcofluor @Fdftuor
white), que permite marcar la quitina localizada en el interior de la célula, y la lectina
Wheat Germ Aglutinin (WGA; Lectin, Sigma-Aldrich) unida al Isotiocianato de

fluoresceina (FITC), que marca la quitina expuesta en el exterior de la célula.

La metodologia utilizada para la tincion de las células de los distintos aislados
fue la siguiente. Se separd 1 ml del cultivo de 5h con o sin tratamiento en un tubo tipo
eppendorf de 1,5 ml y se centrifugd durante 5’ a 4600 rpm. Se lavo el sedimento dos
veces con dbD para eliminar cualquier exceso de medio. El sedimento fue
resuspendido en 19d de dHO y 10ul de WGA-FITC a una concentracién de 100
ug/ml. Se dejé actuar durante 45’ en la oscuridaehgeratura ambiente. Pasado este
tiempo se hicieron 3 lavados con 1 ml de@H se centrifugaron a 13,4 rpm durante
5’. Se volvio a resuspender el sedimento con 1AB8¢e dHO y 1,5ul de CFW a una

concentracion de 2qg/ml y se dejé actuar durante 3’ en la oscuridadnaperatura
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ambiente. Se llevaron a cabo 3 lavados més. Las células fueron fijadas qdnd200
formalina al 10% (Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 30’ en la oscuridad y a
temperatura ambiente y después de otros 3 lavados para eliminar el exceso de la
solucion, el sedimento fue resuspendido conlafe 1XPBS y guardado a 4°C hasta su

posterior analisis.

Previo al andlisis, se transfirieron b de una dilucion 1:10 de la muestra
guardada a 4°C a un portaobjetos de polilisina, se cubrié con un cubreobjetos y se
elimind el exceso de solucion. Se fijo el cubreobjetos mediante el uso de un pintaufias

transparente y se dejo secar a temperatura ambiente.

Todas las muestras fueron examinadas mediante microscopia de fluorescencia
utilizando el sistema de microscopia DeltaVision RT (Applied Precision, Leeds, UK).
Las imagenes fueron capturadas utilizando una cédmara CoolSNAP (Photometrics,
London, UK), situada dentro de una campana de temperatura constante que rodea el

microscopio y que se mantuvo a 37°C.

Las imagenes fueron tomadas en todas las muestras con filtro DIC para el
contraste de fases (gris), FITC para la visualizacion de la fluorescencia emitida por
WGA-FITC (verde) y DAPI para el CFW (azul). Todas las muestras se analizaron por
triplicado.

3.5. Estudio de clonalidad de aislados d&. parapsilosis. busqueda de

genotipos endémicos a lo largo de un periodo de 15 afios
Para estudiar la clonalidad de los distintos aisladds. garapsilosis se llevo a

cabo un estudio de tipificacion utilizando la técnica de microsatéliferd Tandem

Repeats (STRs) en el que se analizaron 4 ldiferentes descritos previamente (137).
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3.5.1. Cepas d€. parapsilosisincluidas en el estudio

En el estudio de clonalidad se incluyeron un togaR8 cepas d€. parapsilosis
y la cepa control ATCC220109.

Seis de estas cepas fueron incluidas en el estudio debido a que presentaron la
misma mutacion en la region HS1 del geétSl. Cinco de ellas fueron aisladas en el
Hospital de Sant Pau de Barcelona, con una diferencia de 12 afos entre la primera y la
altima, y la otra fue obtenida del estudio FUNGEMYCA. Otras dos cepas incluidas,
presentaron la misma mutacion en la region HS2 deFg&i. Ademas se incluyeron:

11 aislados que presentaban alguna relacion espacial y/o temporal (relacion que también
se daba con tres de las cepas que presentaban la misma mutacion en la region HS1 del
gen FKSL), 4 cepas externas obtenidas del estudio FUNGEMYCA y 2 cepas no

sensibles a las equinocandinas aisladas en el Hospital de Sant Pau.

3.5.2. Amplificacion de los loci CP1, CP4, CP6y B

Para llevar a cabo la amplificacion de estas 4 megiose utilizaron los
iniciadores ya descritos y especificados en la Tabla 2. EI motivo de repeticién de cada
uno de lodoci estudiados es para el CP1 el (AfA@ara el CP4 y CP6 el (AAR)Y
para el B el (CA). Para la amplificacion de los |o€P1, CP4 y CP6 se utilizo el mismo
protocolo, a excepciéon de la temperatura de hibridacion que es especifica para cada par
de iniciadores y detallados en la Tabla 2. La mezcla de reacciéon utilizada tenia un
volumen total de 2fl y contenia 2,5l de tampon 10x sin magnesio (Roche), d,8e
MgCl, a una concentracion 25 mMuPde dNTPs a una concentracion de 10 mM, 1,25
ul de cada uno de los iniciadores a una concentrated®uM, 0,2 ul de FastStart Taq
DNA polimerase a una concentracion de mullRoche), 2,5ul de la extraccion de
DNA genomico y 13,8l de dHO. Las condiciones de amplificacion fueron: un primer
ciclo de desnaturalizacion inicial de 2’ a 95°C, seguido de 28 ciclos de 30” a 94°C para
la desnaturalizacion, 30" a la temperatura determinada para cada par de iniciadores para
la hibridacion y 1’ a 72°C para la extension. Se incluyé un paso adicional de 7’ a 72°C

(BioRadi-cycler).
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Para la amplificacién débcus B, el volumen total de la mezcla de reaccion fue
de 30ul y contenia 3ul de tampdn 10x (Roche), 2,6 de MgChLa una concentracion
25 mM, 2,4ul de dNTPs a una concentracion de 10 mM, l,de cada uno de los
iniciadores a una concentracion dehs, 3 ul de la extraccion de DNA gendmico, 0,5
ul de FastStart Taq DNA polimerase a una concentmaig5 Ul (Roche) y 18,7 kde
dH,0. Las condiciones de amplificacién para dstes fueron las mismas que la de los

loci anteriores.

3.5.2. Analisis de los fragmentos obtenidos

Los productos de PCR fueron diluidos 1:10 con@HSe afiadido 1l de la
dlicuota a 13,7 de formamida y 0,3l de un estandar de tamafio interno (GenScan
500 6-carboxytetramethylrhodamine [TAMRA]; Applied Biosystems, Inc.). Las
muestras fueron desnaturalizadas a 95°C durante 5’ y rapidamente enfriadas.

Las muestras fueron corridas en un ABIPRISM 3500 (Applied Biosystems®)
con una matriz POP7 y un capilar de 50 cm. El analisis de los fragmentos se hizo
mediante el software GeneMapper® Software v3.7 (Applied Biosystems®). Ya que los
loci CP1, CP4 y CP6 estaban marcados con diferentes fluoréforos, los amplificados de
estas 3 regiones se analizaron conjuntamente. El Bbsgsanaliz6 por separado.

C. parapsiloss es una especie diploide por lo que se obtuvieron uno o dos
fragmentos de PCR por caltgus para cada cepa (Figura 8). Asi pues cada fragmento
fue asignado a un alelo. Las cepas que mostraron dos productos de PCR se consideraron
heterocigotas, mientras que las cepas que presentaron un solo producto de amplificacion
se consideraron homocigotas para dilioois. Las distintas cepas fueron consideradas
la misma cuando éstas presentaron exactamente los mismos alelos paoai ldsrel
caso de que hubiera un Unico alelo de los 8 analizados que fuera distinto y que la
diferencia en la longitud fuera igual o0 menor a 4 repeticiones se consideraron distintas

cepas pero clonalmente relacionadas.

El poder discriminatorio (PD) de la técnica se determind matematicamente

mediante el calculo del indice de Diversidad de Simpson utilizando la formula:
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PD = 1-(Zn(n-1)) /N (N-1)

Donde:
N = numero total de aislados
S = ndmero total de genotipos

ni = numero total de aislados incluidos en el genotipo i.

Asi, un PD de 1 indica que el método utilizado permite diferenciar todos los
aislados de la poblacion estudiada, mientras que un PD de O indicara que todos los

aislados estudiados pertenecen al mismo genotipo.

1§

Figura 8. Andlisis de los fragmentos amplificados deltms CP1, CP4 y CP6. Se muestra una cep@.de
parapsilosis homocigética para Ideci CP1 y CP4 y heterocigoética pardaus CP6

3.6. Andlisis estadistico

Para la realizacion de los distintos estudios estadisticos se utilizé el paquete de
programas estadisticos SPSS para Windows en la versién V22.0. En todos los casos el

error tipo alfa se fij6 a 0,05.
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Estudio epidemiolégico de las fungemiase utilizé la prueba Chi-cuadrado y
el Test exacto de Fisher para detectar diferencias en el género, la edad de los pacientes y
la distribucion de las especies por afio de estudio. Mientras que para detectar diferencias
en las CIM de los 9 antifungicos a lo largo de los afios se utilizé la prueba de Kruskal-

Wallis seguida del test de Mann-Whitney

Andlisis de los niveles de quitina: para detectar diferencias en los niveles de
quitina entre las distintas especies estudiadas, asi como entre los aislados sensibles y no
sensibles deC. parapsilosis, se llevdo a cabo el analisis de varianza de un factor
(ANOVA), seguido de una prueba post-hoc en el caso de que se detectaran diferencias
significativas una vez hecha la ANOVA. Para determinar si habia diferencias entre los
niveles basales de quitina entre las 3 especieS. grarapsilosis complex y la cepa
control SC5314 d€. albicans, se llevé a cabo la prueba T de Student de muestra Unica,
en la que se utilizé el porcentaje de quitina basaC.dabicans como muestra Unica.

Para determinar diferencias en los niveles de quitina basales y después de un
tratamiento con CFG, entre las diferentes especies estudiadas, se llevo a cabo un analisis

de varianza de mesuras repetidas (ANOVA).
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Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los iniciadores utilizados en este estudio. Temperaturas de hibridacion (Th),

longitud de los fragmentos amplificados en pares de bases (pb) y técnica en la que se ha utilizado cada uno de ellos.

Iniciadores Secuencia (5'--> 3") Th | Longitud fragmento Técnica

(°C) | amplificado (pb)
ITS-1F TCCGTAGGTGAACCTGCGG Discriminacion molecula
ITS-4R TCCTCCGCTTATTGATATGC > >0 entre _ esPeCieS_ _ de

complejoC. parapsilosis

Ouflh1-F AATGGGCTGGTGCTCAACAT o 70 Analisis gerFKSL en
Ouflh1-R CCTTCAATTTCAGATGGAACTTGATG C. parapsilosis,
Ouflh2-F AAGATTGGTGCGGTATGGG C. orthopsilosis, C.

53 607 metapsilosis, C. albicans
Oufih2-R TAAGGTCTTGCCAATGAG y C. tropicalis
CPf2h1-F CCAACCGCAAATACTTACC 50 sa3
CPf2h1-R AATGATGCCTCCTTCTTGAC Analisis gerFKS2 en
CPf2h2-F TATGCAATGCGGTAAAGGAC o1 630 C. parapsilosis
CPf2h2-R CTCCACGGCAAATCTTGAG
CKf1h1l-F ACTGCATCGTTTGCTCCTCT 50 s81
CKf1h1-R GAACATGATCAATTGCCAC Andlisis genFKSL en C.
CKf1h2-F CCGGTATGGGAGAACAAAT krusei
CKf1h2-R CACCACCAATGGAAACATCA > 47
CGflhl-F CCATTGGGTGGTCTGTTCACG 58 205
CGf1h1-R GATTGGGCAAAGAAAGAAATACGAC
CGf1h2-F GGTATTTCAAAGGCTCAAAAGGG 5 634
CGf1h2-R ATGGAGAGAACAGCAGGGCG Andlisis genesFKSL y
CGf2h1-F GCTTCTCAGACTTTCACCG 56 47 FKS& enC. glabrata
CGf2h1-R CAGAATAGTGTGGAGTCAGACG
CGf2h2-F TCTTGACTTTCTACTATGCG
CGf2h2-R CTTGCCAATGTGCCACTG > >49
CP1-F-NED NED-AAAGTGCTACACACGCATCG s | © 248 (en funcién de
CP1-R GGCTTGCAATTTCATTTCCT la cepa)
CP4-F-VIC VIC- CAAATCATCCAGCTTCAAACC o | = 316 (en funcion de
CP4-R CATCAAACAAGAATTCGATATCAC la cepa) Estudio de clonalidad e
CP6-F-6-FAM FAM- CAGGAACAGGACAATGGTGA o | = 296 (en funcion de| aislados de C
CP6-R TCTGGAGCCTCTAGGACGTTT la cepa) parapsilosis
B-F-6-FAM FAM- ~ 150 (en funcién de

AGGTTTGTAGTAGTGTCCCTATGG 60 ia.cepa)

B-R TATCTCTCTCGCCATTTGAACG
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RESULTADOS

4.1. Epidemiologia de las fungemias en un Hospital Universitario a lo
largo de 15 afos: relevancia de€. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.
metapsilosis

4.1.1. Incidencia y distribucion de las fungemias

A lo largo de los 15 afios del estudio, se identificaron un total de 360 aislados
obtenidos de 350 episodios de fungemia causados en 343 pacientes. Diez episodios
fueron causados por mas de una especie y 7 pacientes presentaron dos episodios

diferentes.

En la Tabla 3 se muestra la distribucién de las especies a lo largo del periodo de
estudio. La especie mas frecuentemente aislad€&.fakbicans (155 aislados; 43,1%),
seguida deC. parapsilosis (72 aislados; 20,0%¥. tropicalis (52 aislados; 14,4%y.
glabrata (42 aislados; 11,7%Y;andida lusitaniae (Clavispora lusitaniae) (5 aislados;
1,4%), yC. krusei (4 aislados; 1,1%). Seis episodios de fungemia fueron causados por
especies deCandida poco frecuentes (I1C. rugosa, 1 C. dubliniensis, 1 C.
guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii), 1 C. lipolytica (Yarrowia lipolytica), y 2
C. kefyr (Kluyveromyces marxianus). En otros 21 episodios se aislaron levaduras no
relacionadas con el géneféandida, 1 Rhodotorula spp., 1Geotrichum beigdlii, 1
Wickerhamomyces anomalus (Hansenula anomala), 5 Saprochaete capitata
(Blastoschizomyces capitatus), y 13 Cryptococcus neoformans. También se
diagnosticaron dos episodios causados por hongos dimoérficos, Higioplasma
capsulatum var. capsulatumy 1 porTalaromyces marneffei (Penicillium marneffei), y 1

episodio causado por el hongo filamentosos Fusarium spp..

A pesar de que casi todos los episodios de fungemia fueron causados por una
Gnica especie, en 10 casos (2,9%) se detectd un episodio de fungemiaQnixto:
albicans + C. glabrata (5 episodios; 50,0%]};. albicans + C. parapsilosis (3 episodios;
30,0%),C. albicans + C. tropicalis (1 episodio; 10,0%) C. lusitaniae + S capitata (1
episodio; 10,0%).

En relacion al numero de episodios de candidemia detectados en el periodo de

tiempo comentado con anterioridad, se observé que entre los afios 1997 y 2005, la
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incidencia de los episodios de candidemia mostro las ligeras variaciones esperadas entre
anos. No obstante, la incidencia de 6,2 casos de candidemia/100.000 habitantes
detectada en 2006 decrecio a 5,2 casos/100,000 habitantes en 2007, a 5,0 casos/100,000
habitantes en 2008, y a 3,3 casos/100,000 habitantes en 2009. En el afio 2010, la
incidencia de la candidemia volvié a aumentar hasta 4,3 casos/100.000 habitantes y en
el 2011 incrementd hasta 7,4 casos/100.000 habitantes, afio en que se alcanzé la
incidencia mas elevada de todo el periodo de estudio. Estas diferencias no mostraron
significacion estadistica (p=0,294), pero se pudo constatar que existia una tendencia
hacia el incremento, con un aumento promedio de 0,05 casos por 100.000 habitantes y
ano de estudio.

C. albicans fue la especie mas frecuentemente aislada en todo el periodo de
estudio, no obstante, se pueden diferenciar dos periodos con respecto a su frecuencia (p
=0,001). En el primer periodo, del 1998 al 2001, el 50% de los casos de fungemia
fueron causados p@. albicans, mientras que en el segundo periodo, del 2002 al 2010,
tan solo el 40% de las fungemias fueron causada€.pabicans. En el afio 2011, la
frecuencia deC. albicans increment6 de nuevo, estando implicada en el 50% de las
fungemias.C. parapsilosis fue identificada como la segunda especie mas comun
causante de fungemia a lo largo de todo el periodo de estudio, (a excepcion de los afios
1997, 1998 y 2008), con unos porcentajes que variaron del 8,7% en 2008 al 29,2% en
2003. Las diferencias en la distribucion @eparapsilosis a lo largo de los afios no
fueron estadisticamente significativas (p=0,738), pero la prevalenCapdeapsilosis

incremento a lo largo de los afios en un promedio de 0,33% por afio.

La frecuencia dé&. tropicalis y C. glabrata también fluctué durante el periodo
de estudio, variando entre el 4,8% de 2010 y el 26,1% de 2008 y entre el 0% de 2005 y
el 25% de 2004, respectivamente. Entre los afios 2009 y 2011, la prevale@xia de
tropicalis disminuyd en comparacion con la de los afios anteriores. Esta reduccion
estuvo relacionada con un incremento en la frecuendia deabrata, la cual present6
porcentajes mas elevados que losGldropicalis en los ultimos 3 afios del estudio
(p=0,09).
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Tabla 3. Distribucién por especies de los 360 aislados de hemocultivos causantes de fungemia en los 343 pacientes diagnosticados en el Hospital de la Santa Creu i de Sant Pau de Barcelona
entre 1997 y 2011.

Afo (n° de aislados (%))
Especie aislada
1997 1998 1999 2000 2001 2007 2008 2004 2005 2006 2po7 2¢go8 2009 P010 2011 Total
C. albicans 6(33,3)| 16 (51,6) 7(43,8) 10 (52,p14 (53,8)] 9(37,5) | 9(37,5)| 12(42,9)13 (48,1)| 11 (36,7)| 9(36)| 10 (43,5 6(37,9) 7(33,8) 16(90) 155(4B,1)
C. parapsilosis 2(11,1)( 5(16,1) 4 (25) 5(26,3 4(15,4) 3(25) 7(92) 5(y9 6422 7(23,3) 6 (24) 2(@8,7) L (25) b (23,8) |7 (21,9) 72 (20
C. tropicalis 3(16,7) 7(22,6) 4 (25) 153 3(11,%) 3(12p) 5(208) 2(41) 4188 5(16,7) 4 (16) 6 (26,1) 1(6,3) l (4,8) 3(9.4) 92 (14,4
C. glabrata 3(16,7) 1(3,2) 1(6,3)] 3(15,9 2 (7,7 3(12p) 2(@8p) 7 (45) 3 (10) 4116) 3(L3) 3(18,8) 3((14,3) 4(12,5) 4?2 (11,7
C. lusitaniae 1(4,2) 2(7,4) 1(3,3) 1(4,8 5(1,4
C. krusel 13,2) 1(3,6) 1(4,3) 1(6,3 4 (11
Otras especies de
i 2(11,1) 1(4,2) 1(3,3) 1(4,8 131 6 (1,7
Candida ®
Otras levaduras no
— 211, 13,2 3(11,5 4(16,) 14,3 1 (3,6) 2(74) 138) 2(8) 1(4,3) 1(6,3) 2((9,5) 21(5,8)

Candida
Hongos dimorficos/
. 1(3,3) 1(4,8) 131 3(0,8)
filamentosos
Total 18 (5,0)| 31(8,6)| 1644 19(5,3) 26(7,p) 24(6|7) 244,70 28(.,8 27(75 30(83) 2p(6,9) 23(64) 16 (4,4) [21(5,8) [32(8,9) P60 (1
Fungemias mixtas 1 1 1 2 2 1 1 1 10 (2,p)

20tras especies dgandida son las siguiente€. rugosa (1 aislado)C. guilliermondii (1 aislado)C. dubliniensis (1 aislado)C. lipolytica (1 aislado)C. kefyr (2 aislados).
bOtras levaduras nGandida son las siguiente&hodotorula spp.(1 aislado)Geotrichum beigelii (1 aislado)Wickerhamomyces anomalus (1 aislado) Saprochaete capitata (5 aislados),
Cryptococcus neoformans (13 aislados)

“Hongos dimdrficos/filamentosos son los siguienttistoplasma capsulatum (1 aislado)Penicillium marneffei (1 aislado)Fusariumspp. (1 aislado)



4.1.2. Datos demograficos de los pacientes con candidemia

En la Tabla 4 se muestra la distribucion de las distintas espedizmdida en
funcién del grupo de edad de los pacientes, detectandose diferencias significativas en la

frecuencia de algunas especies de Candida entre algunos de los grupos de edad.

Asi, el nimero de episodios de candidemia causado€.uarapsilosis vario
significativamente entre los 4 grupos de edad establecidos (p = 0,001), siendo la especie
mas comunmente aislada en los grupos de edad de los<rifaf$o (66,7%) y en los de
2-14 afnos (50%), mientras que en los otros dos grupos fue significativamente menos
frecuente, siendo el agente del 13,2% de las candidemias en el grupo de 15 — 64 afios y
del 15,1% en el grupo de los5 afios.

C. albicans fue la segunda especie con mas frecuencia aislada en los grupos de
edad de los< 1 afio y de los de 2 - 14 afios, representando 2v&29,37,5% de los
casos de candidemia, respectivamente. En los otros dos grupos, fue la especie aislada
con mayor frecuencia, con un 43,9% de los casos en el grupo de los de 15 — 64 y un

51,8% en el grupo de los65 afos.

Solo se identificd un caso de candidemia @otropicalis en los< 1 afio y otro
en los de 2 - 14 afos, pero fue la segunda especie en cuanto a frecuencia en los otros
dos grupos de edad, representando el 20,2% de las candidemias en el grupo de los 15 -

64 afios y el 16,3% en el grupo de lo85>afos.

No se detectaron casos de candidemiap@labrata en los< 1 afio y solo un
caso en el grupo de los de 2 - 14 afios, pero su frecuencia fue significativamente
superior (p <0.001) en los otros dos grupos de edad, representado el 14,9% de las
candidemias en el grupo de los de 15 - 64 afios (tercer lugar en orden de frecuencia) y el
14,5% en el grupo de los65 afios (cuarto lugar en orden de frecuencia).

Al analizar la distribucion de los episodios de candidemia en relacién con el

sexo, se observd una mayor frecuencia de casos en los hombres (62.8%) que en las
mujeres (37.2%) (p < 0.001).
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Tabla 4. Distribucién de las especies @andida por grupos de edad.

<1 2-14 15-64 >65

Cica | T WE] T e ] | ] 7| s
C. albicans 7 29,2 12 37,5 50 43,9 86 51|8 155
C. parapsilosis 16 66,7 16 50,0 15 13,p 25 15|11 72
C. tropicalis 1 4,2 1 3,1 23 20,4 27 16,8 52
C. glabrata 0 0,0 1 3,1 17 14,9 24 14,6 42
C. lusitaniae 0 0,0 0 0,0 3 2,6 2 1,2 5
C. krusei 0 0,0 1 3,1 3 2,6 0 0,0 4
Otras especies 0 0,0 1 3,1 3 2,6 2 1,2 6
de Candida
Total 24 7,1 32 9,5 114 33,9 166 49|14 334

290 de aislados en el grupo de edad indicado
b Las otras especies dBandida son las siguientesC. rugosa (1 aislado),C. guilliermondii (1 aislado),C.
dubliniensis (1 aislado)C. lipolytica (1 aislado)C. kefyr (2 aislados).

4.1.3. ldentificacion molecular de C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.

metapsilosis

De los 72 aislados dg. parapsilosis complex causantes de fungemia, en 68 de

ellos se pudo confirmar la identificacibn mediante técnicas moleculares y en cuatro no

fue posible por falta de crecimiento al ser resembrados.

Sesenta y siete de los aislados fueron identificados dOmparapsilosis

(98,5%) y un Unico aislado fue identificado co@oorthopsilosis (1,5%), por lo que la

prevalencia total deC. orthopsilosis causante de fungemia fue tan solo del 0,3%.

Ninguna de los aislados fue identificado como C. metapsilosis
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4.2. Estudio de sensibilidadn vitro en C. parapsilosis, C. orthopsilosis,
C. metapsilosis y otras especies relevantes dgandida

4.2.1. Estudio de la de sensibilidad in vitro frente a 9 agentes antifingicos en

aislados de C. parapsilosis complex causantes de fungemia (1997-2011)

La Tabla 5 resume los resultados obtenidos del estudio de sensibilidéa
de los 68 aislados d& parapsilosis frente a 9 agentes antifungicos, presentandose para
cada uno de ellos la media geométrica (MG) de la concentracion inhibitoria minima
(CIM), el rango de CIM, la CIN, la CIMso y el porcentaje de cepas sensibles.

Empleando los nuevos puntos de corte especificos para especies(specific
Clinical Breakpoints, ssCBP) y los puntos de corte epidemiolégidégdemiological
Cut-off Values; ECVs) mencionados en el apartado de material y métodos, el 100% de
los aislados d€. parapsilosis fueron sensibles a anidulafungina (AFG), micafungina
(MFG), 5-fluocitosina (5FC), anfotericina B (AMB) y posaconazol (POS).

El porcentaje de cepas sensibles a caspofungina (CFG), voriconazol (VRC),
fluconazol (FLC), e itraconazol (ITC) fue del 98,5%, 97,1%, 95,6, y 76,5%,

respectivamente.

Solo tres aislados fueron resistentes al FE@ @g/ml). De éstos, 2 fueron
ademas sensible dosis dependientes (SDD) al VRC (0,25 ggh8) y el tercero fue
SDD al ITC (0,25 — 0,519/ml) y presenté una sensibilidad intermedia a |&GEn
g/ml). Otros 15 aislados fueron SDD al ITC (GW\,25 (g/ml).

El Unico aislado d€. orthopsilosis identificado fue sensible a todos los agentes

antifungicos estudiados.

Con respecto a las equinocandinas, los valores de MG de la CIM, dg ¢t
CIMgy de la CFG (0,41, 0,5, y 1, respectivamente) fueron menores que los valores
obtenidos para la MFG (1,18, 1, y 2, respectivamente) y para la AFG (1,06, 1, y 2,

respectivamente).
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Cuando la sensibilidad de los aislados fue comparada en funcién de los 4 grupos
de edad establecidos, no se observaron diferencias significativas en los valores de la
MG de la CIM para ninguno de los antifungicos testados. No obstante, dos de los 3
aislados resistentes al FLC y 4 de los 16 aislados SDD al ITC fueron identificados en

pacientes menores de 15 afos.

Al comparar los valores de la MG de la CIM a lo largo de los 15 afios del

periodo de estudio, éstos se mantuvieron estables para todos los antifiungicos analizados.

Tabla 5. Resultados del analisis de sensibilidaditro de los 68 aislados d& parapsilosis
complex frente a 9 agentes antifungicos.

Porcentaje
'aAr?tEi) frl]]tr?gico ?:Ig/n?ll)M Rango CIM| CIMso | ClMgg de cepas

sensible$
Anidulafungina 1,06 0,25-2 1 2 100
Micafungina 1,18 0,125-2 1 2 100
Caspofungina 0,41 0,06-4 0,9 1 98,5
5-Fluorocitosina 0,07 <0,06-0,5 <0,d6 0,125 100
Anfotericina B 0,04 0,016-0,5 0,01p 0,2b 100
Posaconazol 0,05 0,008-0,2p 0,46 0,125 100
Voriconazol 0,01 <0,008-0,25 0,014 0,03 97,1
Itraconazol 0,10 0,016-0,5 0,125 0,25 76,5
Fluconazol 1,00 0,025-32 1 2 95,6

CIM, concentraciéon minima inhibitoria; MG CIM, media geométrica de la CIM.

2Los puntos de corte utilizados para definir las cepas sensibles fueron los siguientes: para la
anidulafunginas 2 pg/ml, para la micafunging 2 pg/ml, para la caspofungirs&2 pg/ml, para la
5-fluorocitosina< 4 pg/ml, para la anfotericina B 1 pg/ml, para el posaconazell pg/ml, para

el voriconazok 0,12ug/ml, para el itraconazed 0,12pg/ml y para el fluconazet 2 ug/mil.

4.2.2. Patron de sensibilidad a las equinocandinas en aislados @e

parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis

Tal y como se ha podido observar en el apartado anterior, la prevalencia de
cepas deC. parapsilosis no sensibles a las equinocandinas ha sido muy baja. De
acuerdo con los nuevos CBP especificos para especie, de los 77 aislaGos de
parapsilosis estudiados (72 procedentes de los casos de fungemias diagnosticados en
nuestro centro entre los afos 1997-2012 y 5 cedidos por otros investigadores), solo 6

fueron considerados no sensibles como minimo a una de las 3 equinocandinas (Tabla 6).
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Cuatro de estos 6 aislados no sensibles mostraron una CiM#M para la
AFG, quedando clasificados como intermedios, dos de ellos fueron ademas clasificados
como intermedios a la MFG (CIM =g/ml), y un tercero como resistente a la MFG
(CIM = 8 ug/ml). Un quinto aislado mostr6é una CIM 3u§/ml para la AFG y una CIM
= 4 pg/ml para la MFG, siendo clasificado como resistemte intermedio,
respectivamente. El sexto aislado mostré una CIM g/l para la CFG, siendo el

unico aislado considerado no sensible a este antifungico.

Los 4 aislados d€. orthopsilosis y los 3 deC. metapsilosis incluidos en el
estudio fueron sensibles a las 3 equinocandinas, con unax @8 ug/ml para los 3
antifingicos, a excepcion de un dnico aisladaCderthopsilosis que presenté valores
de CIM =1 ig/ml para la AFG y la MFG (Tabla 6).

Cuando se compararon los valores de la CIM frente a las 3 equinocandinas entre
las 3 especies que componen el complejparapsilosis, se observo que las CIM frente
a la CFG eran similares entre todas ellas. No obstante, en el caso de la MFG y la AFG
existian diferencias. El 90,9% de los aislado€dparapsilosis presentaron valores de
CIM para la AFG de> 1ug/ml, por el contrario, el 100% aislados @emetapsilosis y
75% aislados d€. orthopsilosis presentan valores de CI¥0,5g/ml. Con respecto a
la MFG, el 97,4% de los aislados @eparapsilosis presentaron valores de CIM1
pug/ml, a diferencia de los aislados @emetapsilosis y C. orthopsilosis en los que el

100% y el 75% de los aisladosspectivamente, presentaron valores de €IN,5

ug/mi.

4.2.3. Patron de sensibilidad a las equinocandinas en otras especies del

géneroCandida incluidas en el estudio

De los 12 aislados d@. glabrata no sensibles al menos a una equinocandina
gue fueron incluidos en el estudio, el 75% de ellos (9/12) fueron resistentes a la CFG
(CIM = 0,5 — 8ug/ml). De éstos, 3 aislados presentaron ademas emsbgidad
intermedia a la AFG (CIM = 0,2/g/ml), y otros dos fueron también clasificados como
resistentes a la MFG (CIM = 1, g/ml) y a la AFG (CIM = 1, 2ug/ml). Un dnico
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aislado fue resistente a la AFG (CIM s@/ml) y a la MFG (CIM =1ug/ml) y sensible
ala CFG (CIM = 0,12ug/ml). Otros dos aislados presentaron una sensbilid
intermedia a la CFG (CIM = 0,2hg/ml) y fueron sensibles a la AFG y a la MFG
(Tabla 6).

De los 13 aislados d€. krusei incluidos en el estudio, 6 lo fueron por ser
sensibles a las 3 equinocandinas, con rangos de CIM de 0,13¢d@b5para la CFG,
<0,016-0,125ug/ml para la AFG y de 0,06-0,125 para la Mg@ml; y los otros 7 por
ser resistentes a alguna de las tres equinocandinas. De estos ultimos, el 86% (6/7)
fueron clasificados como resistentes a la CFG (CIM = lug/tl), uno de ellos fue
ademas resistente a la MFG (CIM u@/ml) e intermedio a la AFG (CIM = 0ig/ml)

y el séptimo aislado fue clasificado como intermedio a la CFG (CIM=dJibl(Tabla
6).

Los cinco aislados d€. albicans fueron considerados no sensibles a la CFG,
pero sensibles a la AFG y a la MFG (Tabla 6). Dos de ellos presentaron una CIM de 0,5
pg/ml siendo clasificados como intermedios y los 3tametes fueron resistentes
presentando una CIM de B/ml.

De los 4 aislados d€. tropicalis analizados (Tabla 6), dos fueron resistentes a
la AFG (CIM = 2, 8ug/ml) y uno de ellos fue ademas resistente a la NIEI® = 8
pug/ml). Los otros dos aislados fueron resistentes @HG, presentando una CIM de 1

ug/ml.
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Tabla 6. Resultados del estudio de sensibilidaglitro a las equinocandinas de las siete
especies d€andida.

b
Especie Cepad® CIM (ug/mb
AFG MFG CFG
w 1161LL 4 4 1
g 928LL 2 2 4
Q ST-14 8 4 1
s RS-16 4 8 2
8 CP-368 4 1 05
CP-372 4 4 2
o 974LL 1 1 0.25
= 81/026 05 05 05
[GN=X
9 02-212 0.5 0.25 0.25
5 AM2005/0300 0,25 0,25 0,25
i J960161 0,5 05 05
G g, AM2005/0301 0,25 05 0,25
g AM2005/0299 0,125 0,5 0,25
912LL 0,125 0,016 0,5
913LL 0.06 <0.008 0.25
982LL 0,03 <0,008 2
1119LL 0,06 <0,008 0.25
g B1113 0,125 0,016 0,5
5 M1105 2 4 8
S CS-52 1 1 1
J 1176LL 0,25 0,06 0,5
CG-31 0,125 0,016 1
CG-65 0,25 0,016 1
CG-68 2 1 0,12
CG-74 0,25 0,016
966LL 0,03 0,06 0,5
CY-118 0.5 1 4
2 CK-8 0,03 0,25 2
E CK-45 0.12 2 1
o EU-123 0,12 0,12 2
EU-220 0,12 0,25 2
GIMI-75 0,125 0,125 2
" 894LL 0,016 <0,008 0,5
5 896LL 0,03 0,016 0,5
5 CA-19 0,016 0,016 1
5 CA-253 0,03 0,016 1
CA-429 0,016 0,016 1
2 RS-14 8 8 0.25
g CAT-60 0,016 0,016 1
2 CAT-64 2 0,016 0,03
0 CAT-76 0.016 0.12 1

Se muestran los resultados de las cepas no sensibles a excepcion de los aistados de
orthopsilosis y C. metapsilosis de los que se muestran los resultados de los 7 aislados incluidos
en el estudio.

® Casillas rojas indican CIM interpretadas como R, casillas amarillas indica CIM interpretadas
como |.
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4.3. Resistencia a las equinocandinas & parapsilosis complex por
modificacion de la diana de accion: analisis de las regiones HS1 y HS2
de los gene§KS1 y FKS2

4.3.1. C. parapsilosis,C. orthopsilosis, C. metapsilosis

Todos los aislados d€. parapsilosis complex analizados presentaban la
sustitucion aminoacidica de una prolina por una alanina en la posicion 660 de Fkslp
descrita con anterioridad (Tabla 7) (163) y caracteristica de las especies de este
complejo. A pesar del amplio rango de CIM obtenidos para las 3 equinocandinas,
ninguno de los 77 aislados de parapsilosis estudiados presentd ninguna otra
mutacion en ninguna de las dos regiones HS1 o HS2 deFi§8h ni siquiera los
aislados que presentaban CIM elevadas (Tabla 8). No obstante, un total de 11 de los 77
aislados analizados dé. parapsilosis (14.3%) presentd una mutaciéon nucleotidica
fuera de las regiones HS del gakSl. De las 11 mutaciones, 6 fueron detectadas en un
anico alelo (heterocigoticas), mientras que las 5 mutaciones restantes fueron
identificadas en ambos alelos (homocigoticas). Las 11 mutaciones nucleotidicas
codificaban 5 sustituciones aminoacidicas diferentes, que son: V595I, S745L, M1328I,

F1386S y A1422G (Tabla 8).

Tan solo las sustituciones V595l y F1386S fueron identificadas en aislados no
sensibles a las equinocandinas, mientras que las mutaciones S745L, M1328l, y A1422G

fueron detectadas exclusivamente en aislados sensibles a las 3 equinocandinas.

Tabla 7. Secuencia de aminoacidesd type de las regiones HS1 y HS2 de Fkslp y Fks2p de las 3
especies del complefo. parapsilosis.

) Fkslp Fks2p
Especie
HS1 (652-660) HS2 (1369-1376) | HS1 (518-526) HS2 (1221-1228)
C. parapsilosis FLTLSIRDA DWIRRYTL FLTLSMKDP HWLQRCWV
C. orthopsilosis FLTLSLRDA DWVRRYTL FLTLSMRDP HWLQRCWV
C. metapsilosis FLTLSLRDA DWIRRYTL FLTLSLRDA DWIRRYTL

2Posicion aminoacidica de la Fks1p y Fks2iCdparapsilosis
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Tabla 8. Resultados del estudio de sensibilidadvitro frente a las 3
equinocandinas de las cepas @e parapsilosis no sensibles a alguna
equinocandina, y de las cepas que presentaron mutacion en Fks1p.

Cepa CIM (ng/ml) Sustituciones aminoacidicas
AFG MFG CFG Fkslp Fks2p
1161LL 4 4 1 WT WT
1031LL 1 1 0.5 S745S/L° WT
928LL 2 2 V595] ¢ WT
831LL 1 1 0.5 S745L° WT
713LL 1 1 0.25 S745S/L° WT
681LL 1 2 0.5 A1422G* WT
544LL 1 1 0.125 S745S/L° -9
474LL 1 1 0.25 M1328| ¢ WT
462LL 2 2 0.5 S745S/L° WT
ST-14 8 4 1 F1386F/S° WT
RS-16 4 8 2 WT WT
CP-368 4 1 05 WT WT
CP-372 4 4 2 WT WT
AX-32° 1 1 0.5 S745S/L° WT

& Cepas obtenidas de la coleccion del estudio de Candidemia Project
PWT: wild type

“Mutaciones identificadas fuera de la regién HS1

d.: No testado

La sustitucion S745L fue detectada en 6 aislados diferentes, 5 de los cuales
presentaban la mutacion nucleotidica en un unico alelo y el otro en ambos alelos. Esta
mutacion nucleotidica conllevd un cambio de aminoacido no conservativo; el
aminoacido WT (serina) es hidrdfilo y la leucina es un aminoécido hidréfobo. La
mutacion conservativa y homocigotica M1328I fue detectada en dos cepas diferentes y

la mutacion A1422G fue identificada en un Unico aislado.

La mutacion homocigotica V5951 fue detectada en la Unica cepa no sensible a la
caspofungina (CIM = 4g/ml). Esta mutacion conlleva la sustitucién de valna por
una isoleucina, la cual es muy poco probable que modifique las propiedades de la
estructura de la enzim#&(1,3)-D-glucano sintetasa, ya que los dos aming&cgbn

altamente hidrofobos.
La mutacion nucleotidica F1386S, situada a 10 aminoacidos de la region HS2

(1369-1376), fue identificada en un unico alelo (mutacion heterocigoética) en una cepa
resistente a la AFG (CIM = Bg/ml) e intermedia a la MFG (CIM = gg/ml). Esta
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sustitucién de la fenilanalina por una serina puede conferir cambios en las propiedades
fisicas de la estructura de la enzifaél,3)-D-glucano sintetasa, ya que la fenilalanina
es un aminoacido con una cadena lateral hidr6foba mientras que la serina tiene una

cadena lateral polar.

En la Tabla 9 se muestra un alineamiento de varios fragmentos de secuencias
aminoacidicas de la Fkslp correspondientes a 7 especies diferei@asdia y S
cerevisiae, y centrados en la zona en la que se han identificado los cambios
aminoacidicos en los aislados @e parapsilosis del estudio. Tal y como se puede
observar, la sustitucién aminoacidica F1386S queda localizada en un posicion altamente
conservada entre las 8 especies. De hecho, toda la secuencia aminoacidica que
comprende las regiones HS1 y HS2 esta altamente conservada entre las 8 especies,
mostrando homologias de > 81 % entre los aminoacidos 623-1486. Esta elevada
homologia, permitié extrapolar@ parapsilosis la topologia de la glucano sintetaka
S cerevisiae que ha sido descrita recientemente. En la Figura 9 se puede observar la
extrapolacion del modelo topogréfico de la FksliSdeerevisiae en C. parapsilosis,
asi como las respectivas mutaciones identificadas en este estudio, que estan
representadas con puntos lilas. De esta forma, se puede observar como la mutacién
F1386S queda situada en el exterior de la membrana, pudiendo asi alterar el sitio de
union de las equinocandinas, por lo que se sugiere que esta mutacién podria estar
relacionada con la resistencia a las equinocandinas que presenta la cepa portadora de la

misma.

Tabla 9. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la Fkslp de 7 espeCarglidia y de Saccharomyces

cerevisiae.

Mutaciones V595| S745L M13281 F1386S A1422G

Organismo 592 * 598 742 * 748 1325 * 1331 1383 * 1389 1419 * 1425
C. parapsilosis FFAIVMPL RI Y SK I L Q V FM L V L FISF I PL V FVAOQI Y
C. orthopsilosis FFAVMPL RI Y SK I L QV FIM L Vv L FISF I P L V FVAOQI Y
C. metapsilosis FFAVMPL RI Y SK I L QV FIM L Vv L FISFE I P L V FVAOQI Y
C. albicans FFAVMPL RI Y SK I L QV FlI L Vv L FISF I P L V FVAOQI Y
C. glabrata FFSVMPL RI Y SK I L QM FM L T L Wl1AF V P I V FAG Q1 Y
C. tropicalis RI Y/SK I L QV FlI L Vv L FISFEF I P L V FVAOQI Y
C. krusei Y LTIVMPL RI Y SK VL QM F M L T L FISF V P L V FVAQVY
S cerevisiae FFSIIMPL R1Y[SK I L QM FM L T L Wil AF V P I V FAG QI Y

Se muestran los 3 aminoacidos anteriores y posteriores a la mutaciones identificadas en los aislados de
parapsilosis : V595, S745L, M1328l, F1386S y A1422G (marcadas con *). Las posiciones aminoacidicas son las
correspondientes a la Fkslp@eparapsilosis .. “-" indica un vacio en la secuencia proteica.
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Figura 9. Modelo topografico de Fks1p de C. parapsilosis con las respectivas mutaciones identificadas en este estudio,
utilizando como plantilla el modelo topogréafico de Fkslp de S. cerevisiae (151). Barras rojas indican regiones
transmembrana, barras amarillas indican regiones HS y puntos lilas indican las mutaciones identificadas en los
aislados analizados en este estudio.

En ninguno de los 21 aislados @e parapsilosis, en los que se analizé las
regiones HS1 y HS2 del g&KS2 se observd ninguna mutacion, ni en las regiones HS

ni fuera de éstas.

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del analisis & Sjede

los aislados de C. orthopsilosig C. metapsilosis.

En el caso d€. orthopsilosis, tan s6lo una de las cuatro cepas presentd una
mutacion heterocig6tica fuera de la region HS1 del [g€8L que codificé para la
sustitucion aminoacidica 11051/V. La regién HS2, tan solo pudo ser analizada en 2 de
los 4 aislados por falta de amplificacion del producto de PCR. Ambos aislados
presentaron la sustitucion aminoacidica heterocigotica V758V/I ya descrita previamente
(163) .

Los 3 aislados deC. metapsilosis analizados presentaron la secuencia

nucleotidica WT en la region HS1 del gdfKSl (Tabla 7), una sustitucion

aminoacidica en la region HS2, la sustitucion heterocigé®i2al/V que ya se habia
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observado erC. orthopsilosis y una mutacion heterocigética, Y760Y/F, fuera de la
region HS2 (Tabla 10).

Ninguna de las mutaciones identificadas en los aislad@s atthopsilosis y de
C. metapsilosis parecen estar relacionadas con la sensibilidad a las equinocandinas, ya
que los 7 aislados estudiados fueron sensibles a los 3 antifungicos.

Tabla 10. Resultados del estudio de sensibilidaditro frente a las 3 equinocandinas y del andlisis de las regiones
HS1 y HS2 de Fkslp en 4 aislados clinico€derthopsilosisy en 3 deC. metapsilosis.

Especie Cepa CIM (ng/ml) Sustituciones aminoacidicas
AFG MFG CFG HS1 Fkslp HS2 Fkslp
C. orthopsilosis 974LL"® 1 1 0.25 WT ND P
81/026° 0,5 0,5 0,5 WT V758VI/I
02-212% 0.5 0.25 0.25 11051/V © ND
AM2005/0300% 0,25 0,25 0,25 WT V758VI/I
C. metapsilosis J960167P 0,5 0,5 0,5 WT 18231/V; Y760Y/F °
AM2005/0301° 0,25 0,5 0,25 WT 18231/V; Y760Y/F ©
AM2005/0299° 0,125 0,5 0,25 WT 18231/V; Y760Y/F ©
AWT: wild type

P ND: no determinado
®Mutaciones identificadas fuera de las regiones HS

4.3.2. Otras especies del géne@andida incluidas en el estudio

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del estudio de sensibilidad
frente a las 3 equinocandinas, asi como los resultados obtenidos del analisis de las
regiones HS1 y HS2 de los gerd§Sl y FKS2, para los aislados deandida diferentes
a C. parapsilosiscomplex, incluidos en este estudio por presentar resistencia a alguna de
las equinocandinas. La secuencia de aminoacidosi&as regiones HS de los genes
FKSL y FKS2 de las especies deandida estudiadas asi como su posicion, se pueden

ver en la Tabla 12.

De las 28 cepas de candida no sensibles a alguna de las 3 equinocandinas, tan
solo 7 aislados presentaron alguna mutacion en las regiones HS de loEKghes
FKS2 (25%).

Seis de los 12 aislados @eglabrata (50%) presentaron alguna mutacion en las

regiones HS, cinco en el gdfKS2 y uno en el gerFKSL. Uno de los aislados
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resistentes a la CFG (CIM = Oyg/ml) presentd la mutacion D666E en la region HS1
del genFKS2. Otros dos aislados presentaron la mutacién S663P en la region HS1 del
genFKS2 y fueron los que mostraron unas CIM mas elevadas para la AFG (CIM = 2
ug/ml) y la MFG (CIM = 4, 1ug/ml). Un cuarto aislado, definido como resistenta a
CFG (CIM = 0,5ug/ml) e intermedio a la AFG (CIM = 0,2bg/ml), presentd una
mutacion en la region HS1 del g&#SL con la sustitucion aminoacidica S629P. Las
otras dos cepas, intermedias a la AFG (CIM = @@®ml) y resistentes a la CFG (CIM

= 1 ug/ml), presentaron la mutaciéon en la misma posiciéria region HS1 del gen
FKS2, pero el aminoacido sustituido fue diferente: F695S y F695C, ésta Ultima
mutacion no habia sido identificada con anterioridad.

En el caso de los 7 aislados @ekrusei no sensibles a las equinocandinas, tan
solo un aislado resistente a la CFG (CIM ggdml) e intermedio a la MFG (CIM =1
ug/ml) present6 una mutacion en la region HS2 delg€sl, la mutacion R1368G. No
obstante, todos los aislados resistenteS.deusei estudiados presentaron la sustitucion
aminoacidica L701M situada fuera de la region HS1 (655-663) del FfEs.
Sustitucién aminoacidica que también pudo demostrarse en 6 aisladbskidesei
epidemiolégicamente no relacionados y sensibles a las 3 equinocandinas. Por lo que
podria deducirse que la mutacibn L701M €n krusei no esta implicada en la

sensibilidad reducida a las equinocandinas.

Finalmente, ninguno de los 5 aislados@elbicans y de los 4 aislados de.

tropicalis presentd ninguna mutacién en el gen FKSL y no se estudio el gen FKS2.
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Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en el estudio de sensibilidad y descripcién de las mutaciones detectadas en
Fkslp y Fks2p de las cepasC@alabrata, C. krusel, C. albicansy C. tropicalisincluidas en el estudio.

CIM ( pg/ml) Fkslip Fks2p
Especie Aislado
AFG MFG CFG HS1 HS2 HS1 HS2
912LL 0,125 0,016 0,5 wT? WT D666E WT
913LL 0.06 <0.008 0.25 WT WT WT WT
982LL 0,03 <0,008 2 WT WT WT WT
1119LL 0,06 <0,008 0.25 WT WT WT WT
© B1113 0,125 0,016 0,5 WT WT WT WT
© M1105 2 4 8 WT WT S663P WT
< CS-52 1 1 1 WT WT WT WT
S’ 1176LL 0,25 0,06 0,5 S629P wWT WT WT
CG-31 0,125 0,016 1 WT WT WT WT
CG-65 0,25 0,016 1 WT WT F659S WT
CG-68 2 1 0,12 WT WT S663P WT
CG-74 0,25 0,016 1 WT WT F659C WT
966LL 0,03 0,06 0,5 L701M"® WT -¢ -
CY-118 0.5 1 4 L701M" R1368G - -
) CK-8 0,03 0,25 2 L701M" WT - -
§ CK-45 0.12 2 1 L701M" WT - -
2 EU-123 0,12 0,12 2 L701M" WT - -
© EU-220 0,12 0,25 2 L701M" WT - -
GIMI-75 0,125 0,125 2 L701M" WT - -
894LL 0,016 <0,008 0,5 WT WT - -
@ 896LL 0,03 0,016 0,5 WT wWT - -
8 CA-19 0,016 0,016 1 WT WT - -
% CA-253 0,03 0,016 1 WT WT - -
o CA-429 0,016 0,016 1 WT WT - -
_Q RS-14 8 8 0.25 WT WT - -
b CAT-60 0,016 0,016 1 WT WT - -
2 CAT-64 2 0,016 0,03 WT WT - -
S CAT-76 0.016 0.12 1 WT WT - -

& Secuencia Wild Type.

P Mutaciones situadas fuera de las regiones HS.

¢-: No determinado.

Casillas rojas indican CIM interpretadas como R, casillas amarillas indica CIM interpretadas como I..

Tabla 12 Secuencia de aminoacidegd type de las regiones HS1 y HS2 de Fkslp y Fks2@.dgabrata, C.
krusei, C. albicansy C. tropicalis.

] Fkslp Fks2p
Especie
HS1 HS2 HS1 HS2
C. glabrata 625-FLILSIRDP-633 1340-DWVRRYTL-1347 659-FLILSLRDP-667 1374-DWIRRYTL-1381
C. Krusei 655-FLILSIRDP-663 1364-DWIRRYTL-1371 -8 -
C. albicans 641-FLTLSLRDP-649 1357-DWIRRYTL- 1364 430-FLTLSLRDP-438 1133-HWLQRCIF-114(Q
C. tropicalis 76-FLTLSLRDP-84 792-DWIRRYTL-799 430-FLTLSVRDP-43B 1133- HWLQRCIF -114(

&1 secuencia no publicada en el GenBank
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4.4. Resistencia a las equinocandinas & parapsilosis complex por
respuestas adaptaivas al estrés: implicacion de los niveles basales de
quitina en la reducida sensibilidad a las equinocandinas y su

modificacién por la accién de la caspofungina

4.4.1. Comparacion de los niveles basales de quitina en las especies del

complejo C. parapsilosis

Para detectar diferencias en los niveles basales de quitina entre las 3 especies del
complejoC. parapsilosis y entre cepas sensibles y no sensibles a las equinocandinas se
analizaron un total de 19 aislados: SCigarapsilosis sensibles a las 3 equinocandinas,

6 deC. parapsilosis no sensibles, 4 dé. orthopsilosis, 3 deC. metapsilosis y la cepa
control SC5314 de C. albicans.

En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de glucosamina (mondémero de la
quitina), glucosa (monomero del glucano) y manosa (monémero del manano) presentes
en la pared celular de cada uno de los aislados estudiados, referidos al total de

carbohidratos detectados en cada cepa.

No se detectaron diferencias significativas en los niveles de quitina presentes en
la pared celular entre las 3 especies que componen el complejo (p=0,56). Sin embargo,
C. metapsilosis fue la especie que presentdé de media unos niveles mas elevados de
quitina, seguida de C. orthopsilosisC. parapsilosis (figura 10).

Los aislados d€. metapsilosis presentaron un porcentaje medio de quitina del
9,53% con respecto al total de carbohidratos detectados. Los valores se situaron entre el

9,07% y el 10,34%.

En el caso de los aislados @eorthopsilosis, el porcentaje medio de quitina se

situo en el 9,42%, siendo el valor mas bajo un 6,68% y el mas elevado un 14,26%.
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Con respecto €. parapsilosis se pudieron observar diferencias notables en los
niveles basales de quitina entre las diferentes cepas estudiadas. Los aisl@dos de
parapsilosis presentaron en general porcentajes de quitina mas bajos que los descritos
para las otras dos especies del complejo, siendo el porcentaje medio de los 11 aislados

un 7,96%, donde el valor mas bajo fue del 5,01% y el mas alto d el 11,17%.

Cuando se estratificd en funcion de la sensibilidad a las equinocandinas, los
aislados sensibles presentaron un porcentaje medio de quitina del 7,79%, siendo en el

grupo de aislados no sensibles del 8,14% (p=0,993).

De entre los 18 aislados @& parapsilosis complex estudiados, las dos cepas
que presentaron los niveles mas bajos de quitina fueron las que presentaron una mayor
resistencia a las equinocandinas. Una de ellas, con unas CIM deu8/midpara la
AFG y la MFG y una mutacion heterocigética en la region HS2 de la Fkslp (F1386S),
presento un porcentaje de quitina del 6,11% y la otra, con unas CIM degfmi&ara

la AFG y MFG, respectivamente, mostré un porcentaje de quitina del 5,01%.

No se detectaron diferencias en el contenido basal de quitina presente en la pared
celular de las 5 cepas sensibles a las equinocandinas incluidas en el estudio, ni tan solo
entre las cepas WT y las 2 cepas que presentaron una mutacion en F{Sjen
(sustitucion aminoacidica S745L y M1328l)

Como ya se ha comentado, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre las 3 especies que componen el com@lejarapsilosis. No
obstante, cuando se comparo el porcentaje medio de quitina presente en la pared celular
de cada una de las especies del complejo con el porcentaje obtenido de la cepa control
SC5314 deC. albicans, el porcentaje de quitina presente en la pared celul&®. de
albicans (4,61%) estuvo muy por debajo de los porcentajes obtenidos en las 3 especies
del complejo que, a excepcion de los dos aislados resistentes ya comentados,

presentaron diferencias que fueron estadisticamente significativas (p<0,05).
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Tabla 13 Resultados obtenidos del estudio del contenido basal de carbohidratos presentes en la pared celular, asi
como del estudio de sensibilidadvitro de las cepas de. parapsilosis complex incluidas en este estudio y de la
cepa control.

_ Analisis de sensibilidad % Carbohidratos
Especie Cepa (ng/ml)
AFG MEG CFG Glucosamina Glucosa Manosa
1081LL 0,5 0,25 0,125 8,82 77,46 13,72
C. parapsilosis sensibles 1031LL 1 1 0,5 8,45 78,48 13,07
a las equinocandinas 1064LL 1 2 1 7,62 77,88 14,49
828LL 2 1 0,5 7,15 76,93 15,92
1004LL 2 2 1 6,90 78,76 14,34
1161LL 4 4 1 8,97 76,50 14,53
C. parapsilosis no 928LL 2 2 4 9,74 74,40 15,87
sensibles a las ST-14 8 4 1 6,11 79,11 14,78
equinocandinas RS-16 4 8 2 5,01 82,84 12,15
CP-368 4 1 0,5 7,81 81,64 10,54
CP-372 4 4 2 11,17 71,44 17,40
J960161 0,5 0,5 0,5 9,07 70,71 20,22
C. metapsilosis 05/0301 0,25 0,5 0,25 9,19 71,37 19,44
05/299 0,125 0,5 0,25 10,34 70,31 19,34
974LL 1 1 0,25 7,47 75,36 17,18
C. orthopsilosis 81/026 0,5 0,5 0,5 6,68 82,53 10,80
02-212 0.5 0.25 0.25 9,27 76,73 14,01
05/300 0,25 0,25 0,25 14,26 68,92 16,82
Cepa control SC5314 <0,016| 0,016 0,06 4,61 77,54 17,83
C. albicans
16,00
9,74 14,26
14,00 =
8,82
12,00 - 62 8,97 11_:_1? 10,34 927 Q C. parapsilosis
10,00 “V 8,45 "’ 715 -|- 907949 T -|- sensibles
, T _ 7,47 P
6,90 7,81 C. parapsilosis

800...T.-[T 61t _........T663---- no sensibles
T

Porcentaje de quitina respecto al total de
carbohidratos detectados por HPLC

T 5,01
! C. metapsilosis
6.00 TTMIQ p
T Q C. orthopsilosis
4,00
C. albicans
20+ —8—8—— — — — — — — — — —Jm m m . cepa control
0,00
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Figura 10. Porcentaje de quitina basal presente en la pared celular de los 18 aislados de
C. parapsilosis complex analizados y la cepa control.
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4.4.2. Efecto de la caspofungina sobre el contenido de quitina basal presente

en la pared celular

Para determinar el efecto que tiene la caspofungina sobre el contenido de quitina
presente en la pared celular en las 3 especies del cor@pjmoapsilosis se estudiaron
8 aislados diferentes: 2 aisladosQgarapsilosis sensibles a las 3 equinocandinas, uno
de los cuales presentaba una mutacion en el FI€8L (S745L); 4 aisladosC.
parapsilosis no sensibles, dos de los cuales presentaron una mutacién enFd%jen
(F1386S y V595I); un aislado dé. metapsilosis y un aislado deC. orthopsilosis.

Ademas se incluyé la cepa control SC5314 de C. albicans.

En la Figura 11 se pueden observar los porcentajes de glucosamina con respecto
al total de carbohidratos detectados, de forma basal (sin tratamiento) y después del

tratamiento con caspofungina a una concentracion de OgiB®. u

Tal y como se puede observar en Figura 11, 7 de los 8 aislados incluidos en este
estudio incrementaron el contenido basal de quitina de la pared celular como respuesta a

la inhibicién de la sintesis delglucano causado por la CFG (Figura 12) (p<0,05).

Tres de los 4 aislados sensibles a las equinocandinas, incrementaron ligeramente
el contenido basal de quitina presente en la pared celDlaorthopsilosis y C.
metapsilosis presentaron un incremento del 3,04% y del 2,26%, respectivamente, y un
aislado deC. parapsilosis del 1,90%. Mientras que una cuarta cepa sensible a las 3
equinocandinas, mostré una disminucién del contenido de quitina del 0,3% después de
ser expuesta al tratamiento con CFG.

Con respecto a los aislados@eparapsilosis no sensibles a las equinocandinas,
se detectd mucha variabilidad en el incremento del contenido de quitina después del
tratamiento con CFG (entre el 0,5% y el 11,86%). Los aislados que presentaron un
mayor incremento en los niveles de quitina después del tratamiento con CFG fueron las
dos cepas que presentaron una resistencia mas elevada a las equinocandinas y que a su
vez habian mostrado los niveles basales de quitina mas bajos. Asi, la cepa que presento
unas CIM de 4 y 8g/ml para la AFG y la MFG, respectivamente, presamo
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incremento del contenido de quitina del 11,86%. La cepa con la mutacion heterocigoética
F1386S y unas CIM de 8 y dg/ml para la AFG y la MFG, respectivamente,
incrementd su contenido basal de quitina en un 7,34%. Los otros dos aislados no
sensibles a las equinocandinas también presentaron un ligero incremento de su
contenido basal de quitina, aunque no fue tan pronunciado como el de los otros dos
aislados.

En el caso de la cepa control SC5314Cdalbicans, la cual presento el nivel
basal de quitina mas bajo de entre todos los aislados estudiados, presentd un incremento
del nivel de quitina del 11%.
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8 45T 8'9?,47

9,19 9,72
e 6:60 '|"|' || || || [ ks
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Porcentaje de quitina respecto al total de carbohidratos
detectados por HPLC

1031LL 1004LL 1161LL 928LL  ST-14 RS-16 05/0301 81/026 SC5314

Y

C. parapsilosis sensible C. parapsilosis no sensible C. metapsilosis C. orthopsilosis

Figura 11. Porcentaje de quitina basal (barras lilas) y después de un tratamiento con caspofungina
(barras azules) respecto al total de carbohidratos detectados mediante HPLC de las cepas de
C. parapsilosis complex y la cepa control.
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Figura 12. Porcentaje de glucano basal (barras lilas) y después de un tratamiento con caspofungina (barras
azules) respecto al total de carbohidratos detectados mediante HPLC de las cepas de C. parapsilosis complex 'y
la cepa control.

4.4.3. Analisis de la distribucion de la quitina en la pared celular antes y

después del tratamiento con caspofungina

Se analiz6 la distribucion de la quitina presente en la pared celular en ausencia
de tratamiento y después de un tratamiento con CFG (Q@8%) en las 8 cepas del
complejoC. parapsilosis incluidas en el estudio anterior y en la cepa control SC5314 de
C. albicans.

En ausencia de tratamiento, en los 6 aislados estudiad@s pkrapsilosis
(Figura 13A y Figura 13B), en el aislado @e orthopsilosis (Figura 13C) y en el
aislado deC. metapsilosis (Figura 13D), la quitina situada en la capa interna de la pared
celular (marcada con CFW,; azul) estaba distribuida de forma uniforme alrededor de
ésta. Por el contrario, la quitina situada al exterior de la pared celular (marcada con
WGA-FITC; verde), tan solo se observo en los polos de la célula, principalmente en las

cicatrices de los brotes. En ningun caso se observdé una mayor intensidad de
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fluorescencia, con ninguno de los dos marcajes, en las regiones septales de las células

gue estaban en division.

La distribucion de la quitina en las cepas analizadas después del tratamiento con
CFG fue, en general, la misma que la de las células sin tratar, aunque en algunos casos
se pudo detectar un incremento en la fluorescencia emitida por ambos marcajes, como
es el caso de la cepa RS-16 (Figura 13B), o una ligera disminucién, como es el caso de
la cepa 1004LL en la que se evidenciado una reduccion de glucosamina por HPLC
(Figura 13A). En determinadas células se detecté un incremento en la fluorescencia de
ambos fluorocromos (Figura 13A), en algun caso se observO un incremento
particularmente notable tan sélo de la quitina expuesta al exterior de la célula (Figura
13C) y en el caso de cepa@emetapsilosis un ligero incremento de la quitina situada

dentro de la pared celular (Figura 13D).

En determinadas cepas, se pudo observar que después del tratamiento con CFG,
las regiones septales presentaban un incremento en la intensidad de la fluorescencia

emitida por ambos fluorocromos (Figura 14).

En el caso de la cepa control SC5314Cdalbicans (Figura 13E), en ausencia

de tratamiento, la quitina situada en el interior de la pared celular estaba distribuida de
forma uniforme alrededor de la pared celular. No obstante, y a diferencia de las cepas de
C. parapsilosis complex, se observé una mayor intensidad en las regiones septales de
las células en division, aun en ausencia de tratamiento. La quitina expuesta al exterior
de las células presento una distribucion igual a laCdeparapsilosis complex,
especialmente en los polos, aunque después del tratamiento con CFG las células
presentaron una alteracion de su morfologia celular y un incremento notable de la
fluorescencia emitida por ambos fluorocromos, indicando un incremento tanto de la

quitina situada en el interior de la pared celular como de la quitina expuesta al exterior.
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Figura 13. Distribucién de la quitina sobre la pared celular en aisladds. gharapsilosis complex y la cepa
control deC. albicans. Imagenes tomadas en microscopia CID y en fluorescencia con CFW y/o WGA. Las cepas
fueron crecidas en YPD solo (1) o tratadas con CFG a una concentracion deghydi322). Cepa 1004LL de

C. parapsilosis sensible a las equinocandinas (A), Cepa RS-16. garapsilosis no sensible a la AFG (CIM=4)

y a la MFG (CIM=8) (B), cepa 81/026 @& orthopsilosis (C), cepa AM2005/301 d€. metapsilosis (D), cepa
control SC5314 d€. albicans (E). Barra, 2um.

A WGA-FITC CFW + WGA- FITC

| ...

B

C
| ...
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Figura 14. Distribucién de la quitina sobre la pared celular de la cepa

AM2005/0301 deC. metapsilosis. Imagenes tomadas en microscopia CID
y en fluorescencia con CFW y WGA. La cepa fue crecidas en YPD solo

(1) o tratada con CFG a una concentracién de Qu64882l. Barra, 2um.
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4.5. Estudio de clonalidad de aislados dg. parapsilosis. busqueda de

genotipos endémicos a lo largo de un periodo de 15 afos

Se tipificaron mediante el uso microsatélites un total de 25 aislados clinicos y la
cepa control ATCC 22019.

Seis de los 25 aislados fueron estudiados debido a que presentaron exactamente
la misma mutacion en la region HS1 del g1 (S7451), 5 de éstos fueron aislados
en el Hospital de Sant Pau de Barcelona, con una diferencia de 12 afos entre el primero
y el dltimo. El otro aislado fue obtenido del estudio FUNGEMYCA. Otros dos de los
aislados incluidos en el estudio, también presentaron la misma mutacion en la region
HS2 del genFKSL (M1328l). Ademas se incluyeron: 14 aislados que presentaban
alguna relacion espacial y/o temporal (3 de los cuales eran los que presentaron la
mutacion S745l), 4 cepas externas obtenidas del estudio FUNGEMYCA o aisladas en el
Hospital la FE de Valencia y 2 cepas no sensibles a las equinocandinas aisladas en

nuestro hospital.

Del total de 26 aislados d€. parapsilosis analizados se identificaron 24
genotipos diferentes (Tabla 14). El poder discriminatorio (PD) de cada uno Idei los
por separado y de losldci en conjunto fue calculado mediante el indice de Diversidad
de Simpson. Elocus que presentd un mayor PD fue el CP6 (20 alelos; 20 genotipos)
con un valor de 0,95, seguido de los CP4 (14 alelos; 14 genotipos) y B (9 alelos; 11
genotipos), ambos con un PD de 0,89, y el que presentdé un menor PD fue el CP1 (8
alelos; 9 genotipos) con un valor del 0,81. El PD de la técnica, combinanddolds 4
fue del 0,99.

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de la tipificacion de los 26
aislados estudiados, asi como informacion adicional de las muestras incluidas como son
la fecha de aislamiento de la cepa, y la sala en donde se encontraba ingresado el

paciente en el momento en que se aisloé la cepa.

Solo se demostré6 una relacion de clonalidad en tres aislados los cuales

mostraron exactamente los mismos alelos para log 4Genotipo HSP-13), y que a su
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vez presentaban la misma mutacion S745L en la region HS1 déikfan(544LL,

713LL y 831LL). Estos aislados procedian de hemocultivos obtenidos los afios 2000,
2003 y 2005, identificandose asi una cepa clonal que permanecié en nuestro hospital
como minimo durante 6 afios. Otra cepa, la 462LL, aislada en el afio 1998, presento dos
alelos diferentes con respecto a la cepa clonal, uno del CP6 y otro del B, siendo las
diferencias en la longitud de los fragmentos cambios menores. Otro aislado, el 1031LL,
mostro 7 de los 8 alelos iguales a la cepa clonal identificada, siendo tan solo 1 de los
alelos del locus CP1 diferente. Estos dos aislados, podrian ser considerados
microvariantes de la cepa clonal ya que las diferencias en la longitud de los fragmentos
son consideradas cambios menores, y podrian ser atribuibles a la microevolucién vy

ademas, presentan la misma mutacion en el gen FKSL.

Todos los otros aislados incluidos en el estudio, por presentar una relacion
espacio/tiempo o por mostrar la misma mutacién en eFg&A, presentaron diferentes
alelos para los 4oci estudiados, por lo que fueron considerados aislados clonalmente

no relacionados.
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RESULTADOS

Tabla 14. Resulados del andlisis de tipificacion de 26 aislado€ dearapsilosis.

Cepa Ed-ad | Fecha Sala de origen Justifica.cic')n Locus (pb) Genotipo
paciente | aislamiento Estudio cP1 | crpa | cpe B

5471L 38 15/08/00 | 31 243243371{371{3033034127[129] HSP-1
5441 L* 43 04/08/00 | 31 2371243305305262262133139 HSP-13
703LL 2 14/05/03 | 171 24012401321f321{251{265 145144 HSP-2
713LL* 1 24/06/03 | 172 2371243305305262262133139 HSP-13
728LL 0 13/11/03 | 173 2402401371{389282282 129129 HSP-3
1005LL 0 11/10/09 | Urgencias pediétridas 240243377]3771319314 129129 HSP-4
1004LL 68 04/10/09 | Edificio C planta 1l Relacion espacio /[2432433241383286286129129 HSP-5
1002LL 0 27/09/09 | Neonatologia tiempo 243243371{371{303303 129129 HSP-6
1033LL 1 22/04/10 | Neonatologia 243243369318269294129129 HSP-7
1031LL* 53 13/04/10 | Edificio C planta 1H 237237/305305262262133139 HSP-14
1115LL 66 19/06/11 | Edificio C planta 1H 240240369369211f211f129129 HSP-8
1114LL 8 17/06/11 | Edificio E planta 2H 240240353353271{271{104104 HSP-9
1156LL 1 07/01/12 | Edificio E planta 2H 240240398398269300127113 HSP-10
1155LL 3 06/01/12 | Edificio E planta 2H 223243368398268297(129139 HSP-11
46211 0 09/09/98 | 245 2371243305305262280/133127] HSP-12
5441 L* 43 04/08/00 | 31 2371243305305262262133139 HSP-13
713LL* 1 24/06/03 | 172 Mutacion S745L (2371243305305262262133133 HSP-13
331LL 0 12/06/05 | 871 Fkslp 2371243305305262262133139 HSP-13
1031LL* 53 13/04/10 | Edificio C planta 1H 2371237]305305262262133139 HSP-14
AX-32 - - \Valencia 2371243305305262271{133139 HSP-15
1064LL 0 29/07/10 | 161 Mutacién S745L |243243308308262262131/131] HSP-16
47411 0 15/02/99 | 173 Fkslp 243263308308197197/131|13] HSP-17
928LL 84 28/07/07 | Urgencias generalggislados no sensiblg243243337337237254143143 HSP-18
1161LL 6 30/10/12 | UCI pediatrica a las equinocandina®4024335013501271/321/104104 HSP-19
CP-368 - - Hospital la FE 22324336936926931812912d HSP-20
CP-372 - - Hospital la FE Cepas externas 231|269350350 269269129129 HSP-21
RS-16 - - FUNGEMYCA 24(240321{321{251|269145161 HSP-22
ST-14 - - FUNGEMYCA 240240321|321|251{251{14514 HSP-23
ATCC2201% - - Cepa control Cepa control  [243249305305291{291{131[131] HSP-24

*Aislados incluidos tanto en el estudio de cepas que presentaban relacion espacio/ tiempo como en el estudio de

aislados que mostraron la mutacion S745I en la region HS1 de Fkslp.
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DISCUSION

5.1. Incidencia, distribucion y perfiles de sensibilidad antifungica de
C. parapsilosis, C. orthopsilosisy C. metapsilosis a lo largo de 15 afios en

un hospital universitario

La importancia deC. parapsilosis como agente patdogeno causante de
candidemia ha estado aumentando en los ultimos afios, habiéndose observado un
incremento de su frecuencia y una elevada incidencia en los pacientes pediatricos. Los
resultados obtenidos en este estudio han corroborado la elevada incideriia de
parapsilosis (20%), que ha sido la segunda especie mas frecuente causante de fungemia
en nuestro hospital, por delante @etropicalis (14,4%) yC. glabrata (11,7%) y solo
por detras de€. albicans (43,1%), que fue la especie mas comunmente aislada durante

todo el periodo de estudio.

La distribucion de las especies @andida causantes de candidemia observada
en nuestro estudio estd de acuerdo con la reportada en otros trabajos desarrollados en
Espafa, en los qué. albicans es la especie mas comunmente aislada, seguia de
parapsilosis; y de C. tropicalis y C. glabrata que se sitian en tercer o cuarto lugar
dependiendo del estudio (31,32,186). Sin embargo, estos resultados difieren de los
reportados en los EUA (41) y en los paises nérdicos (30), en I0S. gl&brata es la
segunda especie mas comunmente causante de candid€npay gpsilosis se sitda en

tercer o cuarto Iugar.

Las causas de esta variabilidad geogréfica que preséntghabrata y C.
parapsilosis, no estan del todo claras. No obstante, podria estar relacionada, tal y como
han sugerido otros autores, a factores como la longevidad de la poblacién, las
enfermedades de base de los pacientes y/o la politica de uso de los antifiingicos en cada
institucion (30,42,187,188).

Aunque en nuestro medio, a lo largo de los 15 afios del estudio, las tasas de
incidencia de las candidemias han mostrado fluctuaciones que oscilan desde una
incidencia minima de 3,3 casos/100.000 habitantes en el afio 2009 a un méximo de 7,4
casos/100.000 habitantes en el afio 2011, en nuestro estudio, se ha mostrado una

tendencia al incremento, con un aumento medio de la tasa de 0,05 casos/100.000
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habitantes/afio. Esta incidencia es similar a la reportada en estudios recientes en Espafia
(31) y en otros paises Europeos (19,27) en los que la incidencia varia entre 4,4 y 10,05
€as0s/100.000 habitantes.

El incremento observado en la incidencia de las candidemias, también ha sido
reportado en muchos otros estudio, en los que se ha detectado un aumento de las
candidemias (19,20,189), y particularmente de las causadas por espécieshnans
(188,190). Nuestros resultados también corroboran la reciente observacion de un
cambio epidemiologico en la distribucion de las especies causantes de candidemia, en la
gue se ha evidenciado un incremento de la prevalencia de las espeCieghncans y
una disminucién d€. albicans. Asi pues, durante los primeros afios del estudio (1998 -
2001) se observo que. albicans estaba implicada en el 50% o mas de los casos de
fungemia, mientras que a partir del afio 2002, solo excepcionalmente llegd a ser causa
del 40% de las fungemias. Por otro la@oglabrata fue el cuarto agente mas comun
causante de fungemia hasta el afio 2009, afio en que se situo en tercer lugar, por delante
de C. tropicalis. Con respecto &. parapsilosis, también se demostraron algunos
cambios de frecuencia, ya que presentd un ligero incremento del 0,33% por afio de

estudio.

Aunque no estan claras las razones por las que se esta dando este cambio
epidemiolégico, algunos estudios han sido capaces de relacionar el incremento de la
frecuencia deC. parapsilosis y C. glabrata con el aumento del uso de determinados
antifungicos para el tratamiento de la candidemia, como la caspofungina y el

fluconazol, respectivamente (30,42).

En cuanto a la incidencia de las candidemias estratificada en funcién del grupo
de edad, un dato a destacar de los resultados obtenidos en nuestro estudio es el de las
diferentes frecuencias observadas e@trparapsilosis y C. albicans en funcién de la
edad.C. parapsilosis ha sido la especie mas frecuentemente aislada en los pacientes
menores de 15 afios, estando implicada en el 57,4% de las candidemias diagnosticadas
en este grupo de edad, muy por encima del 33,9% correspondiente a las candidemias
causadas por C. albicans
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Aunque son muchas las publicaciones que corroboran esta elevada prevalencia
de C. parapsilosis en los pacientes pediatricos, también existen varios estudios
publicados en diferentes paises que situ@natbicans como la especie mas frecuente
causante de candidemia también en este grupo de pacientes (19,26,46). En Espafia, en el
afio 2013 (48), se llevd a cabo un estudio epidemioldgico sobre las candidemias
causadas en la poblacion pediatrica en el que participaron 44 hospitales de 12
comunidades autonomas. Segun sus resultdtlogarapsilosis causé el 43% de las
candidemias, seguida d& albicans que estuvo implicada en el 36% de éstas. No
obstante, cuando los resultados se estratificaron por comunidad autonoma, se observo
gue en Cataluiia, comunidad en la que participaron 5 centros hospitalarios, estos
porcentajes se invertian, encontrdndose una mayor implicaci@n abicans (55%)
que deC. parapsilosis (30%). Estos resultados contrastan con los obtenidos en nuestro
estudio y demuestran la existencia de diferencias en la distribucion de las especies
causantes de la candidemia en las distintas instituciones de una misma region e incluso
de una misma ciudad. Lo que alerta sobre la necesidad de llevar a cabo estudios
epidemiolégicos en cada institucion para poder adaptar las guias de recomendacion

sobre el tratamiento de la candidemia a los hallazgos de cada centro.

Dentro del complej&. parapsilosis, la gran mayoria de las cepas correspondian
a C. parapsilosis sensu estricto (98,5%), siendo extremadamente baja la frecuencia de
C. orthopsilosis (1.5%) observada en nuestro estudio y nula laCdenetapsilosis.
Aunque la mayoria de estudios publicados en los que se analiza la prevalencia de estas
dos especies también detectan prevalencias muy bajas, nuestros valores estuvieron por
debajo de los detectados en otros estudios espafioles en los que la preval€ncia de
orthopsilosis y C. metapsilosis vario del 1.6% al 23.5% y del 0.8% al 2.9%,
respectivamente (111,112,128,191,192). La baja incidencia que presentan estas dos
especies se ha atribuido a un menor grado de virulencia de ambas, como fue demostrado
en los trabajos de Tavamdial. (193) y Bertiniet al. (110) y estaria acorde a nuestros
resultados que han detectado una muy baja incidencia de estas dos especies entre

aislados en procesos invasivos.

Por otro lado, Miranda-Zapicet al. (112) observaron qu€. orthopsilosis se
aislaba con mayor frecuencia de la sangre que de otras muestras clinicas, mientras que

contrariamenteC. metapsilosis era mas comunmente aislada a partir de exudados
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oticos, exudados de heridas y muestras vaginales que de la sangre. También observaron
gue en los paises mediterraneos podria haber una mayor incidefciart®psilosis

que deC. metapsilosis, en comparacién a lo que ocurre en los paises mas frios.
Sugiriendo que estas variaciones podrian explicarse por las diferencias en los servicios
hospitalarios y en la poblacion de pacientes. Estos hallazgos podrian explicar la
ausencia de cepas @e metapsilosis en nuestros aislados del compl€oparapsilosis

causantes de fungemia.

Con respecto al estudio de sensibilidad de los 68 aislad@s parapsilosis
frente a 9 agentes antifingicos, se detecté una baja prevalencia de cepas resistentes a
casi todos los antifungicos testados a excepciéon del FLC y del ITC. El porcentaje de
cepas deC. parapsilosis no sensibles al ITC (4,4%) detectado en nuestro estudio fue
similar al reportado en otros estudios espafioles, por el contrario, el porcentaje de cepas
no sensibles al FLC fue muy superior al observado en otros estudios desarrollados en
Espafia, en los que los porcentajes varian del 0% al 5,5% (184,191,194,195). El elevado
porcentaje de cepas @eparapsilosis no sensibles al FLC detectado en nuestro estudio
podria estar relacionado con un uso excesivo del fluconazol en nuestra institucion para

el tratamiento de las candidemias causadas por esta especie.

Con respecto a las equinocandinas, todos los aislados mostraron CIM elevadas
que ponian en evidencia su reducida sensibilidad intrinseca a las 3 equinocandinas, con
valores de CIMp de 2ug/ml para la MFG y la AFG y de dg/ml para la CFG, tal y
como ya habia sido observado por otros autores (41,196,197). Sélo un aislado fue

clasificado con sensibilidad intermedia a la CFG.

No esta claro si esta reducida sensibilidad intrinseca a las equinocandinas se
correlaciona con un fallo clinico a la hora de tratar una candidemia causa@a por
parapsilosis con estos antifungicos, ya que a pesar de que algunas guias de
recomendacion terapéutica, como las guias IDSA, manifiestan claramente la preferencia
del FLC para el tratamiento de las candidemias causaddas. parapsilosis, existen
varios estudios que demuestran que el uso de las equinocandinas no influye
negativamente en el desenlace clinico final (198). Asi se demostré en un estudio de
Pfaller et al. (178) en el que se compar6 la relacion entre las CIM frente a las

equinocandinas que presentaban las cep&% darapsilosis aisladas de pacientes con
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candidemia tratados con estos antifungicos y la evolucion clinica de los mismos,
mostrando que el 88%, el 75%, y el 82% de los pacientes infectados por las dépas de
parapsilosis con CIM< 4 ug/ml para la AFG, CFG, o MFG, fueron tratados coitoéx

con equinocandinas. Este hecho sugiere que las fungemias causadgsapapsilosis

pueden ser exitosamente tratadas con estos farmacos, incluso en aquellos aislados que
presentan una sensibilidad intermedia a alguno de estos 3 antifiUngicos. En nuestro
estudio, tan solo detectamos una cepa clasificada como no sensible a la CFG, al FLC y
al ITC en un paciente que estaba bajo tratamiento con CFG y, que al igual que se

demostro en el estudio de Pfaller, mostré una mejoria notable.

5.2. Estudio de sensibilidad a las equinocandinas €h parapsilosis, C.

orthopsilosis, C. metapsilosis y otras especies relevantes daandida

Las equinocandinas son actualmente uno de los antifungicos mas utilizados
como tratamiento de primera linea de la candidemia, habiéndose demostrado en un
estudio reciente del CDQOCénters for Disease Control and Prevention) que, en la
actualidad, més del 60% de los pacientes con candidemia, reciben alguna equinocandina
como terapia antifingica (www.cdc.gov). Este generalizado uso de las equinocandinas
para el tratamiento de la candidemia hace que sea crucial conocer el mecanismo de
accion de estos antifungicos asi como los patrones de sensibilidad y los posibles
mecanismos de resistencia de las especi€saddida mas comunes implicadas en las

candidemias.

Es por ello, que uno de los objetivos del presente trabajo era determinar la
sensibilidad de&C. parapsilosis a las equinocandinas y analizar si existian diferencias de
sensibilidad entre las diferentes especies del com@ejumarapsilosis, C. orthopsilosis

y C. metapsilosis.

Son varios los estudios que sugieren la existencia de diferencias en los patrones
de sensibilidad a las equinocandinas entre las 3 especies del complejo. Estas diferencias
parecen estar demostradas en el caso de la AFG y la MFG (114,115,128), pero existe

mas controversia en el caso de la CFG, ya que determinados estudios detectan
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diferencias significativas entre las 3 especies (199), mientras que otros estudios sugieren

gue no existen tales diferencias (111).

Nuestros resultados del estudio de sensibilidaditro de las especies del
complejoC. parapsilosis, también sugieren que existen diferencias en la sensibilidad
entre las tres especies del complejo, present@ndathopsilosis y C. metapsilosis una
mayor sensibilidad a las equinocandinas dlieparapsilosis, ya que esta Ultima
presento en general CIM mas elevadas, especialmente en el caso de la MFG y la AFG.
No obstante, las diferencias observadas fueron, en la mayoria de los casos, de tan solo
una dilucién y otra de las principales limitaciones de nuestro estudio fue el limitado
namero de aislados de orthopsilosis y de C. metapsilosis que se incluyeron, por lo
que no se pudo llevar a cabo un analisis estadistico, ya que la N no era lo

suficientemente grande como para poder obtener resultados significativos

Estas discrepancias entre estudios, comentadas anteriormente, pueden deberse a
diferencias metodolégicas en la determinacion de las CIM (200), pero hasta tal punto
parece evidente esta gran variabilidad en los estudios de la sensibilidad a la CFG, que el
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) no propone puntos de
corte para este antifingico y el CLSTlifical and Laboratory Sandards Institute)
recomienda que la sensibilidad a las equinocandinas se estudie tan solo frente a la AFG
0 a la MFG (201). En esta misma linea, un trabajo reciente de efalle(2014), en el
que se analizan un total de 4.290 aislados de 8 especies distiGasdoda, propone
gue se emplee la AFG como marcador sustituto para predecir la sensibilidad o
resistencia frente a la CFG, ya que detectd un porcentaje de acuerdo categérico del
97,1% (202).

En nuestro estudio, cuando comparamos los patrones de sensibilidad frente a las
equinocandinas de las cepasCigarapsilosis, C. albicans, C. glabrata, C. krusei y C.
tropicalis no sensibles a estos antifungicos, siguiendo las recomendaciones del estudio
de Pfaller, observamos que 20 de las 33 cepas fueron clasificadas exclusivamente como
intermedias o resistentes a la CFG y sensibles a la AFG y a la MFG. Por lo que en este

caso, si hubiéramos utilizado tan solo la AFG o la MFG como marcador para predecir la
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sensibilidad a la CFG hubiéramos clasificado errobneamente estos 20 aislados como

sensibles a las tres equinocandinas.

Por otro lado, al comparar los patrones de sensibilidad frente a las
equinocandinas de las cepas @ealbicans, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis
resistentes a estos antifungicos con los de las cegagdeapsilosis, pudimos detectar
diferencias notables, tal y como ha sido observado por otros autores (160,203,204). La
gran mayoria de las cepas de Candidaistentes a alguna equinocandina incluidas en el
estudio, a excepcion de los aisladosQlegparapsilosis, fueron clasificadas como no
sensibles exclusivamente a la CFG (19/28), mientras que en el caso de los aislados de C.
parapsilosis tan solo un Unico aislado de los 6 no sensibles, fue intermedio a la CFG.
Estos resultados refuerzan la sugerencia de que la CFG es la equinocandina que muestra
mas eficacia frente a los aislamientos @leparapsilosis, mientras que en las otras

especies de Candida, la CFG es la equinocandina menos efectiva.

Teniendo en cuenta que cada vez mas se recomienda el uso de la MFG y/o la
AFG como marcador sustituto para predecir la resistencia frente a la CFG (201,202), y
al observar que, siguiendo esta recomendacién en nuestra coleccién de aislados
resistentes (33 cepas) hubiéramos clasificado como sensibles a la CFG 20 aislados que
eran resistentes, es evidente sugerir que se necesitan llevar a cabo mas estudios para
poder determinar las razones por las que se observa esta variabilidad en el estudio de
sensibilidad a la CFG, y poder establecer una metodologia que permita su estudio, ya

que existen muchos aislados de Candida que son exclusivamente resistentes a la CFG.

5.3. Identificacion de mutaciones en los gen&¥KS responsables de la
resistencia adquirida a las equinocandinas eR. parapsilosis y otras

especies de @ndida

El principal mecanismo de resistencia descrito frente a las equinocandi@as en
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei y C. kefyr es la modificacion de la diana
de accion, lg3-(1,3)-D-glucano sintetasa codificada por los geR€S (159). Varios

estudios han demostrado estas modificaciones de la diana de accién en aislados de
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Candida que presentaron elevadas CIM frente a las equinocandinas y que no
respondieron al tratamiento con estos antifungicos y los han relacionado con mutaciones
en dos regiones especificas, las regiones Hot Spot (HS), de losHietley FKS2
(162,205,161). Habiéndose demostrado que estas mutaciones conferian resistencia a las
equinocandinas, al comparar la actividad en presencia de diferentes concentraciones de
CFG de ung-(1,3)-D-glucano sintetasa de una cepa sensibl€.d#bicans con la
actividad de ung3-(1,3)-D-glucano sintetasa mutada obtenida de umpa ake C.

albicans resistente, y observar que la actividad de esta ultima no disminuia en presencia
del antifungico (159).

No obstante, en el caso @& parapsilosis no ha sido posible averiguar el
mecanismo por el cual esta especie puede adquirir resistencia a estos agentes
antifingicos, ya que, hasta la actualidad, no se ha detectado ningun aislado clinico con
resistencia adquirida a las equinocandinas que posea una mutacion en las regiones HS
del gen FKS1 (164,130,206).

En nuestro estudio tampoco detectamos ningun aislado que presentase alguna
mutacion en las regiones HS1/HS2 de los gdfeSL o FKS2, a excepciéon de la
mutacion ya descrita por Garcia-Effron et @008) (163), que se cree presente en todas
las cepas del complefo. parapsilosis, y fue identificada en todos nuestros aislados de
C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis. Esta mutacion natural implica la
sustitucion aminoacidica de una prolina por una alanina en la posicion 660 del gen
FKSL y se ha sugerido que es la responsable de la menor sensibilidad intrinseca a las
equinocandinas que presentan las especies del comiplpgnapsilosis. Hecho que ha
motivado que esta clase de antifUngicos no esté recomendada como tratamiento de

primera linea de las infecciones causadas por esta especie (207,208,94).

En nuestro estudio, todo y haberse demostrado la mutacion P660A en toda la
coleccion de aislados, se ha observado que estos presentaban un amplio rango de
valores de CIM de CFG (0,06-4), de MFG (0,125-8) y de AFG (0,25-8), de tal modo
que, si bien la mayoria de aislados @eparapsilosis presentaron unas CIM muy
elevadas de las equinocandinas en comparacion con las otras espeCaslida
también se identificaron aislados hipersensibles en los que también se habia demostrado

este polimorfismo. Estos resultados podrian justificar la buena respuesta terapéutica a
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las equinocandinas en algunos casos demostrados de candider@iappoapsilosis
(209,198) y sugeririan que esta mutacién natural, por si sola, no implica necesariamente
un incremento de los valores de CIM vy, por tanto, un fracaso terapéutico. Este hecho,
también obligaria a la busqueda de nuevos mecanismos, que, actuando en combinacion
a este polimorfismo natural, justificasen las habitualmente elevadas CIM de las

equinocandinapara C. parapsilosis

Asi pues, el hecho de no haber identificado ninguna mutacion en la region
HS1/HS2 de los gene§KSL o FK& en ningun aislado deC. parapsilosis,
independientemente de las CIM mostradas de las tres equinocandinas, podria sugerir
gue la presencia de mutaciones en estas regiones, a diferencia de lo que se observa en
los aislados de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. kruse
(210,205,204,162,167), no es el principal mecanismo de resistencia adquirida a las
equinocandinas el. parapsilosis. En todos los otros estudios publicados hasta la
fecha, tampoco se ha podido identificar ningun aislado clinico con resistencia adquirida
a alguna de las 3 equinocandinas que presentase mutacion en estas regiones (206,111).
Tan solo existe descrita una cepadd@arapsilosis que, después de un tratamiento con
CaCt y blanco de calcofluor, desarroll6 una mutacion en la regiéon HS1 délkg&in
dando lugar a una sustitucion aminoacidica en la serina de la posicion 645, ademas
incrementd el contenido de quitina presente en la pared celular y redujo la sensibilidad

invitro a la caspofungina (175).

No obstante, tal y como puede desprenderse de los resultados de nuestro estudio,
existe la posibilidad de que, en el casdCdearapsilosis, las mutaciones implicadas en
la resistencia adquirida a las equinocandinas se situen fuera de las regiones HS
descritas, tal y como ya se demostro en el cast derevisiae (211). De hecho, en
nuestro estudio, la sustitucién aminoacidica heterocigotica F1386S creemos que podria
ser la responsable de la resistencia que presentd un aisl@palapsilosis, que tenia
una CIM de AFG de 8 y de MFG deud/ml. Pues esta mutacion se sitda a tan solo 10
aminoacidos de la regiéon HS2 del geKSl, y esta es una posicion muy conservada
entre las distintas especies @andida y S. cerevisiae, al igual que lo es toda la
secuencia aminoacidica que comprende las regiones HS1 y HS2 deKg§knque
entre los aminoacidos 623-1486 tienen una homolgi&s. Ademas, si tenemos en

cuenta esta homologia y extrapolamos la topologia de(1a3)-D-glucano sintetasa
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que ha estado descrita recientemente acerevisiae (151) con la que podria tener en

C. parapsilosis, vemos que la mutacion F1386S queda situada en el exterior de la
membrana plasmatica, en una zona muy cercana a la regién HS2, en donde parece ser se
ensamblan las equinocandinas con la enzima, por lo que este ensamblaje podria estar
dificultado, y mas si tenemos presente que la sustitucion aminoacidica podria comportar

un cambio drastico en la estructura de la enzima.

A nuestro entender, en este estudio se reportan los primeros resultados de una
mutacion aminoacidica fuera de las regiones HS delF§e31 que podria tener una
clara correlacién con la resistencia adquirida a las equinocandinas, aunque a diferencia
de lo que ocurre con las mutaciones descritas en las otras espeCalidia, esta
mutacion afecta particularmente a la AFG y a la MFG y no mayoritariamente a la CFG
(162,166,203,212).

Esta baja frecuencia de mutaciones que hemos detectado en los aisl&dos de
parapsilosis también ha sido observada en otras especi€amtida analizadas en este
estudio, corroborando asi estudios previos en los que se detectaba una baja frecuencia
de mutaciones en cepas no sensibles a las equinocandinas (164). Asi, ninguno de los
aislados deC. albicans y C. tropicalis no sensible a al menos una equinocandina han
presentado mutaciones en el §&tl, y solo un Unico aislado dé. krusel, resistente a
las 3 equinocandinas, presentd una mutacion. Mientras que el 50% de los 12 aislados de
C. glabrata no sensibles a al menos una equinocandina, presentaron alguna mutacién en

los gene$KS

En el caso d€. glabrata, el 83,3% (5/6) de las mutaciones se detectaron en la
region HS1 del gerK2 y el 16,7% (1/6) en la regiéon HS1 del gEKSL, no
habiéndose identificado ninguna mutacién en las regiones HS2 en ninguno de los dos
genes. Esta baja frecuencia de mutaciones en las regiones HS2 de ambos genes ya ha
sido reportada en otros estudios (162) y es por ello que las técnicas desarrolladas para la
deteccion rapida de SNRirfgle nucleotide polymorphism) en los gene$KS de C.
glabrata se basan solo en el andlisis de la region HS1 de ambos genes (213).

En nuestro estudio, las distintas mutaciones resultaron en diferentes grados de

resistencia a las equinocandinas, siendo dificil relacionar una mutacién particular con la
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resistencia a una o0 varias equinocandinas en concreto, lo que coincide con la
variabilidad que otros autores ya habian observado en las CIM de las equinocandinas de
diferentes aislados con una misma mutacion (167,214,215).

Por otro lado, en un estudio desarrollado por Shigldk (165) se sugirié que
la ausencia o presencia de mutaciones en los ged8podia predecir con mayor
exactitud la respuesta terapéutica a las equinocandinas en el paciente con candidiasis
invasiva que lo que podian predecirlo las propias CIM de las cepas aisladas. No
obstante, en nuestro caso, 6 de los aislado<.dglabrata no sensibles a las
equinocandinas no presentaron mutaciones, tres de ellos eran resistentes al CFG
(CIM=0,5, 1, 1), uno resistente a las 3 equinocandinas (CIM=1), y los otros dos tenian
una sensibilidad intermedia a la CFG (CIM=0,25). Aunque se ha correlacionado el
fracaso terapéutico con la presencia de mutaciones y valores de CIM de las
equinocandinas elevados (166), también existen algunos estudios que han demostrado
una buena respuesta terapéutica a las equinocandinas en casos de candidemia por cepas
de C. glabrata con mutaciones en los gene&S (214), pero se desconoce como
responderian las cepas @andida que presentan CIM elevadas de las equinocandinas
pero que no poseen mutaciones en los geK& como es el caso de las 6 cepade
glabrata encontradas en nuestro estudio.

Este desconocimiento de la correlacion entre CIM y respuesta terapéutica a las
equinocandinas ha obligado a eliminar los puntos de corte aceptados para la CFG (202)
y justifica llevar a cabo mas estudios para poder esclarecer cuales son los mecanismos
de resistencia a las equinocandinas y como detectarlos, para poder conocer con

exactitud cuando las equinocandinas pueden ser utilizadas y cuando no.

En el caso d€. krusei, como ya se ha comentado, solo se detecté una mutacion
en el genFKSL de uno de los 13 aislados estudiados, el que presentd una mayor
resistencia las 3 equinocandinas, siendo resistente a la CFG y a la MFG e intermedio a
la AFG.

Por el contrario, los 7 aislados estudiado€£dkrusei no sensibles presentaron

la misma mutacion L701M, que aun estando situada fuera de la region HS1 (655-663)

del genFKSL, ha sido implicada en la resistencia a las equinocandinas por varios
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estudios (204,161,216,217,178), todo y que en ninguno de ellos se ha estudiado la
presencia de esta mutacion en cepafdkrusei sensibles a las equinocandinas. En
nuestro estudio, incluimos 6 aisladosGlérusei epidemiol6gicamente no relacionados

y sensibles a las 3 equinocandinas, y observamos que todos ellos presentaron la
mutacion L701M, por lo que se deduce que esta mutacion no esta relacionada con la
resistencia a las equinocandinas y que, posiblemente, lo que ocurra, es que la secuencia
aminoacidica de la Fkslp de la c&p&rusei ATCC 6258 publicada en el GenBank, es

la que presenta la mutacion, siendo en realidad la meteonina el aminoacido WT y la

leucina el aminoacido mutado.

Segun los resultados de nuestro estudio, puede afirmarse que la frecuencia de
mutaciones en las regiones HS de los géie&l y FKS2 es baja el€. parapsilosis, C.
albicans, C. tropicalisy C. krusei y moderada ef. glabrata, tanto en el caso de cepas
sensibles a las equinocandinas como en cepas resistentes, lo que sugiere la posible
existencia de mutaciones en otras regiones HS aln no descritas, y/o la posible
implicaciéon de otros mecanismos de resistencia alternativos a la modificacion de la

diana de accion, como se discute en el siguiente apartado.

Debido al bajo porcentaje de mutaciones detectadas, no nos ha sido posible
establecer una correlacion directa entre una determinada mutacion y la resistencia a
determinadas equinocandinas. Todo y que, parece ser que la mutacion S663P en el gen
FKS2 de y la mutacion S629P del gdfKSL de C. glabrata son las sustituciones
aminoacidicas mas comunes y las que otorgan una mayor resistencia a las

equinocandinas.

De todos modos, la creciente incidencia de aislad@addida resistentes a las
equinocandinas es un motivo de preocupacioén, y puesto que hasta la actualidad no se ha
demostrado claramente la existencia de otros mecanismos que no sean la modificacion
de la diana por mutaciones en los gdri€S y ademas parece no existir una correlacion
directa entre los resultados de las CIM y la respuesta terapéutica, cada vez se cree mas
necesario disponer de técnicas moleculares que permitan detectar rapidamente estas
mutaciones, que aunque pueden afectditmdss de las cepas y reducir su tasa de

crecimiento (218) también se han asociado a fracasos terapéuticos
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5.4. Implicacion de los niveles basales de quitina en la reducida
sensibilidad intrinseca y adquirida a las equinocandinas ercC.

parapsilosis, C. orthopsilosisy C. metapsilosis

Los hongos presentan la capacidad de remodelar la estructura de su pared celular
en el caso de que ésta haya sido alterada o dafiada por factores externos, pudiendo asi
mantener la integridad celular (171). Estudios previos demostraro@. @lieicans es
capaz de responder a la inhibicion de la sintesi3{&|3)-D-glucano mediante un
incremento en el contenido de quitina de su pared celular (172), protegiendo asi a la
célula del dafio causado en ésta por las equinocandinas y manteniendo su integridad
celular. Ademas, se observé que este incremento en los niveles de quitina de la pared
celular también comportaba una reduccion de la sensibilidad de las cepas frente a las
equinocandinas, tantiom vitro comoin vivo (172,174). Estos hallazgos sugirieron que
era posible que este incremento de la biosintesis de quitina pudiese ser un mecanismo

gue estuviese implicado en la resistencia o tolerancia a las equinocandinas.

En nuestro estudio tratamos de evaluar la posible relacion entre los niveles de
quitina de la pared celular @& parapsilosis y la resistencia a las equinocandinas, para
ello analizamos los niveles basales de quitina en las tres especies del complejo
pargsilosis, comparamos los niveles de las cepas sensibles con los de las cepas
resistentes y determinamos si estos niveles se modificaban después del tratamiento con

equinocandinas.

Cuando estudiamos los niveles basales de quitina de los aislad@s de
parapsilosis, lo primero que llama la atencidon es su gran variabilidad, tal y como ya
habia sido observada en un estudio previo desarrollado por Véaler(2013) (175)
en el que se analizaban los niveles basales de quitina de 5 aisladogadapsilosis

sensibles a las 3 equinocandinas obtenidos de diferentes origenes bioldgicos.

Al comparar los niveles basales de quitina de las tres especies del complejo
parapsilosis no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas
estudiadas, por lo que parece ser que la composicion de la pared celdar de

parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis es muy similar, a pesar de las
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diferencias que se han observado entre ellas en cuanto a lo que hace referencia a
sensibilidad antifungica (114,115,128) y virulencia (110,122) Por lo que, segun nuestros
resultados, las diferencias descritas entre las tres especies del grupo deberian justificarse

por otros motivos distintos a los de la composicion de la pared celular

Cuando comparamos los niveles basales de quitina de los aisladGs de
parapsilosis sensibles y no sensibles a las equinocandinas continuamos observando una
gran variabilidad, y a pesar de que las dos cepas que presentaron los niveles de quitina
mas bajos fueron los dos aislados mas resistentes a las equinocandinas, uno de ellos con
la mutacién F1386S, los aislados no sensibles presentaron de media unos niveles
basales de quitina ligeramente superiores a los detectados en los aislados sensibles, pero

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Asi pues, parece ser que los niveles basales de quitina no estan directamente
asociados a la resistencia adquirida a las equinocandir@sparapsilosis, ya que los
aislados no sensibles han presentado una concentracion de quitina muy similar, aunque

de media ligeramente superior, a los aislados sensibles a las 3 equinocandinas.

Al determinar los niveles de quitina presentes en la pared celular, de las 8 cepas
que habian sido tratadas con CFG y compararlos con sus niveles basales, pudimos
observar que la mayoria de los aislados incrementaron entre un 1 y un 3% los niveles de
quitina, a excepcion de los dos aislados que habian presentado los niveles basales de
quitina mas bajos, que incrementaron la concentracion de quitina en un 7 y un 11%. En
el estudio de Walkeat al. (2013) (175) también se observo un incremento del nivel de
quitina de la pared celular después de un tratamiento con CFG en una cepa que poseia

una mutacion en la region HS1 del ge€Sl.

Aunque faltaria conocer como se comportan estas cepas al ser expuestas a
diferentes concentraciones de CFG, estos hechos podrian sugerir que existe una relacion
entre la resistencia a las equinocandinas y la capacidad de incrementar los niveles
basales de quitina para asegurar la estabilidad y la integridad celular, ya que las cepas
resistentes a las equinocandinas son las que han incrementado mas los niveles de quitina

al verse expuestas a la CFG.
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A favor de esta correlacion entre resistencia a las equinocandinas y niveles de
quitina en la pared celular también esta la diferencia observada entre los niveles de
quitina del complejoparapsilosis y los determinados en la cepa de refereriia
albicans SC5314, que fueron significativamente inferiores en esta ultima, al igual que
ocurre con los valores de las CIM de las equinocandinas que siempre son mucho mas
elevados en las especies del compl€o parapsilosis que enC. albicans, aun
considerandose sensibles en ambas especies. De todos modos, esta observacién deberia
comprobarse analizando muchas mas cepas de otras especies diferebtes a

parapsilosis.

Ya que podria ser que en las especies del complgjarapsilosis el contenido
basal de quitina participase de algdn modo en su reducida sensibilidad a las
equinocandinas, se cree que este carbohidrato podria ser una diana de accion eficaz para
dirigir el tratamiento de las infecciones causadas por estas especies (219). Se sabe que
las vias de sefializacion de la pared celular PKC, HOG y calcineurina/Ca2+ son las
encargadas de regular la expresion de los géhksque codifican para las enzimas
Chsp que sintetizan la quitina (171), y que la ciclosporina A y el tacrolimus (FK506)
son farmacos que inhiben la actividad de la calcineurina, asi como la Nikomicina Z que
inhibe la actividad de la Chsp y consecuentemente de la biosintesis de la quitina. Por lo
que un tratamiento combinado con una equinocandina y un inhibidor de la via de la
calcineurina o de la Chsp deberia mejorar la eficacia del tratamiento con
equinocandinas, ya que se inhibirian simultaneamente dos de los principales
componentes de la pared celular de los hongos. En esta linea, recientemente, se ha
publicado un estudio desarrollado por Cordedtoal. (2014) (219), en el que se
demuestra que existe sinergismo entre la ciclosporina A y diversos antifungicos,
incluyendo entre ellos la caspofungina, en aislados de C. parapsilosis, C. orthopsifosis
C. metapsilosis. Aunque ya se habian comunicado previamente resultados similares en
C. albicans (220), A. fumigatus (221), C. glabrata (222) y Cryptococcus neoformans
(223), es necesario llevar a cabo mas estudios para asegurar que existe sinergia entre las
equinocandinas y los inhibidores de la via de calcineurina o el inhibidor de la Chsp y
poder asegurar la utilidad terapéutica de terapias antifUngicas combinadas con estos
inhibidores.
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5.5. Detecciéon de un genotipo endémico @k parapsilosis

La existencia de cepas endémicas en un determinado centro hospitalario y su
difusién a lo largo del tiempo dando lugar a brotes epidémicos con mas 0 menos casos
es algo ya conocido (224) pero dificil de detectar, especialmente cuando el nimero de

casos es escaso Yy estos estan muy espaciados en el tiempo.

En nuestro estudio, al realizar el analisis retrospectivo de los aislamier@os de
parapsilosis en busca de mutaciones en los gdfi€S, llamo la atencion la existencia
de una misma mutacidén, no previamente descrita y por tanto no previsible, que se
repetia en 5 cepas del total de las 68 cepds garapsilosis que habian sido aisladas
en los hemocultivos de nuestro hospital a lo largo de 15 afios (1997-2011). Por lo que se
decidid tipificar las cepas para conocer si eran clonales.

Para la tipificacion de las cepas @eparapsilosis se utilizé la técnica de los
microsatélites descrita por Sabieb al. (137) que es, en la actualidad, una de las
técnicas mas utilizadas para la tipificacion de microorganismos por su elevado poder
discriminatorio (225-230). En nuestro estudio, esta técnica ha mostrado ser
extremadamente util para la tipificacion de los aislado€.dearapsilosis, habiendo
mostrado un poder discriminatorio del 0,99, a pesar de que se conside@ que

parapsilosis es una especie muy homogénea (125).

Una gran desventaja de los microsatélites es, por el contrario, la limitada
reproducibilidad entre laboratorios que presentan, lo cual limita enormemente la
comparacion de los resultados. Esta limitacién ha sido también observada en nuestro
estudio al querer comparar los genotipos identificados con los observados en otros
estudios, como el desarrollado recientemente por Detfiab (231) que, al igual que
nosotros, incluia como cepa de referenci@.lparapsilosis ATCC 22019. Al comparar
los 8 alelos de los 4oci analizados de ambas cepas, observamos que habia una
diferencia de un nucledtido. Esta limitacion también ha sido observada en otras especies
de hongos, comdspergillus fumigatus (230), pero en alguno de estos casos, se ha
solucionado la reproducibilidad entre laboratorios (232) disefiandal&i€ |eadders,
gue son una mezcla de alelos de longitudes conocidas empleados para normalizar las

longitudes de los fragmentos obtenidos. Deberian dise@Hetie leadders con los
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alelos mas comunes d€. parapsilosis para aumentar la reproducibilidad entre

laboratorios de los microsatélites.

Empleando los microsatélites, encontramos que 3 de las 5 cepas que presentaban
la misma mutacion en el géiKSL eran clonales y que las otras 2 solo se diferenciaban
de estas por cambios menores en uno o dos alelos de entre los 8 estudiados, tratandose
probablemente de dos microvariantes de la cepa clonal. Asi pues, en nuestro hospital,
existio una cepa d€. parapsilosis que estuvo en circulacion causando fungemias,
como minimo durante un periodo de 6 afos, entre los afios 2000 y 2005, o de 13 si se
considera que las otras dos cepas, aisladas los afios 1998 y 2010, son microvariantes del
genotipo endémico. Ya se ha comentado que era conocida la existencia de cepas
endémicas que se habian mantenido durante largos periodos de tiempo en un mismo
centro (224), pero en nuestro caso se trataria del periodo de tiempo documentado mas

largo.

En nuestro estudio no se incluyeron cepasCdeparapsilosis de origen
ambiental y, al ser un estudio retrospectivo, no se hicieron controles de portadores, pero
el hecho de que el ultimo aislamiento del clon date de abril de 2010 y el hospital
hubiese cambiado de ubicacién en octubre de 2010, hace suponer un reservorio telldrico
y no una transmision horizontal mediada por el personal sanitario, tal y como se ha
demostrado en otros estudios (231). Los resultados de este estudio confirman la
existencia de cepas deéandida endémicas en salas o0 centros hospitalarios y su
posibilidad de causar brotes epidémicos que solo pueden ser detectados con estudios de

clonalidad y para los que deben desarrollarse estrategias de prevenciéon y control.
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CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

. Se ha observado una tendencia al incremento en la incidencia de las

candidemias, acompafiada de un cambio epidemioldgico en el que la prevalencia
de C. albicans ha disminuido y la prevalencia @ parapsilosis y C. glabrata

ha tendido a aumentar.

. La implicacién deC. parapsilosis como agente causal de candidemia en nuestro
hospital a lo largo de un periodo de 15 afios ha sido elevada (20%), afectando
principalmente a los pacientes pediatricos (menores de 1 afio: 66.7%; 2-14 afios:

50%), grupo en el que ha sido la especie mas comunmente aislada.

. La implicacién deC. orthopsilosis y C. metapsilosis como agentes causantes de
candidemia en nuestro hospital a lo largo de un periodo de 15 afios ha sido

extremadamente baja en el caso de C. orthopsilpsisla en C. metapsilosis.

. Todos los agentes antifungicos evaluados mostraron una excelente actividad
frente a los aislados d€. parapsilosis, detectando una baja frecuencia de
resistencias, a excepcion del itraconazol, para el que el 23,5% de los aislados

fueron clasificados como no sensibles.

. La caspofungina ha demostrado ser, de las tres equinocandinas, la mas eficaz
frente aC. parapsilosis, contrariamente a lo que se ha observado en las otras
especies de€andida incluidas en el estudio, las cuales presentan una menor

sensibilidad a la caspofungina que a las otras dos equinocandinas.

. La frecuencia de mutaciones adquiridas en el GKESL en aislados deC.
parapsilosis sensibles y no sensibles a las equinocandinas ha sido
extremadamente baja y todas las mutaciones han sido detectadas fuera de las

regiones HS.

. De las 11 mutaciones adquiridas detectadas en éli@hen los 78 aislados de

C. parapsilosis estudiados, solo una unica mutacion (F1386S), identificada en
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un aislado resistente, podria estar asociada con el fenotipo de resistencia a las
equinocandinas.

8. La ausencia de mutaciones en el §&& de los aislados d€. parapsilosis
sugiere la no implicaciébn de este gen como mecanismo de resistencia a las

equinocandinas.

9. La baja frecuencia de mutaciones adquiridas identificadas en los aisla@Gos de
parapsilosis y en los aislados de las otras especie€atelida incluidas en el
estudio que eran no sensibles a las equinocandinas, asi como el posible papel de
la mutacion descrita F1386S situada fuera de las regiones HS, sugieren la
existencia de mecanismos de resistencia relacionados con mutaciones en otras
regiones del gerFKSL diferentes a las regiones HS o la existencia de

mecanismos de resistencia alternativos.

10.EIl contenido basal de la glucosamina, glucosa y manosa presente en la pared
celular de los aislados d& parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis es
similar, lo que sugiere que la composicion de la pared celular podria ser la

misma entre las especies del complejo C. parapsilosis

11.No se han detectado diferencias en el contenido basal de quitina entre los
aislados estudiados d€. parapsilosis sensibles y no sensibles a las

equinocandinas.

12.Los aislados deC. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis tienen un
elevado contenido de quitina basal en comparacion con el aislado con@rol de
albicans, lo que podria sugerir que este alto contenido de quitina basal puede
estar implicado en la reducida sensibilidad intrinseca que estas especies

muestran a las equinocandinas.

13.Se ha observado un incremento de los niveles de quitina de la pared celular
después del tratamiento con caspofungina, especialmente en los aisl&los de

parapsilosis resistentes a alguna equinocandina, lo que podria sugerir que se
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tratase de una respuesta compensatoria que podria esta implicada en los

mecanismos de resistencia adquirida a estos antifungicos.

14.Se ha detectado la presencia de una cepa endémiapdeapsilosis, con un
posible reservorio tellrico, que ha permanecido en nuestro hospital un periodo

minimo de 6 anos.
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. A trend toward an increase in the incidence of candidemia has been observed,
together with an epidemiological change in which the prevalenCe abicans
has reduced and the prevalenceCoparapsiloss andC. glabrata has trended

upwards.

. The implication ofC. parapsilosis as a causal agent of candidemia in our
hospital during a 15-year period has been high (20%), mainly affecting
paediatric patients (less than 1 year: 66.7%; 2-14 years: 50%), the group in

which this has been the most common specie isolated.

. The implication ofC. orthopsilosis and C. metapsilosis as causal agents of
candidemia in our hospital during a 15-year period has been extremely low in

the case of C. orthopsilosiand nil in C. metapsilosis

. All the antifungal agents tested showed an excellent activity against C.
parapsilosis isolates, observing a very low frequency of resistance, except for

itraconazole, for which 23.5% of the isolates were classified as non-susceptible.

. Caspofungin has proved to be the most effective echinocandin of the three
againstC. parapsilosis, contrary to what has been observed in the dflaadida
species included in the study, which have shown a lower susceptibility to

caspofungin than to the other two echinocandins.

. The frequency of acquired mutations in tR&SL gene in echinocandin
susceptible and non-susceptileparapsilosis isolates has been extremely low

and all the mutations have been identified outside the HS regions.

. Among the 11 acquired mutations detected in BKSL gene in the 78C.
parapsilosis isolates studied, only a single mutation (F1386S), identified in a
resistant isolate, could be associated with the phenotype resistant to

echinocandins.

120



CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

8. The absence of mutations FKKS2 gene ofC. parapsilosis isolates suggests a

lack of involvement of this gene as resistance mechanism to echinocandins.

9. The low frequency of acquired mutations identifieddnparapsilosis isolates
and in the echinocandin non-susceptiGEndida spp. isolates included in the
study, as well as the possible role of the F1386S mutation located outside the HS
regions, suggest the existence of resistant mechanisms related with mutations in
other regions of theFKS1L gene or the existence of alternative resistant

mechanisms.

10.The basal content of glucosamine, glucose and mannose present in the cell wall
of C. parapsilosis, C. orthopsilosis andC. metapsilosis isolates is similar, which
suggests that the cell wall composition of the species ofCthgarapsilosis

complex may be the same.

11.Differences have not been detected in the basal chitin content among the

echinocandin susceptible and non-susceptible C. parapsiissiates studied.

12. Compared to th€. albicans control strainC. parapsilosis, C. orthopsilosis and
C. metapsilosis isolates have an elevated basal chitin content, which suggests
that this high basal chitin content may be implied in the intrinsic reduced

echinocandin susceptibility that these species show against echinocandins.

13.An increase in the chitin levels of the cell wall after treatment with caspofungin
has been observed, particularly in tBeparapsilosis isolates resistant to some
echinocandin, which could suggest that it was a compensatory response that may
be implied in their acquired resistant mechanism to these antifungal agents.

14.The presence of an endem@ parapsilosis isolate, with possible telluric

reservoir, that has remained in our hospital at least during a 6-year period has

been detected.
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Abstract

Background: Candida parapsilosis is one of the main causes of fungemia in tertiary-care hospitals. Few studies have analysed
the changes in its distribution over a long period. We compared the distribution of C. parapsilosis with that of other fungi
over a 15-y period in atertiary hospital. Methods T he susceptibility of C. parapsilosis was analysed using the new species-
specific clinical breakpoints. The C. parapsilosis complex species were differentiated molecularly. Results From January
1997 to December 2011, 360 isolates causing 350 episodes of fungemia were isolated. C. parapsilosis was the second most
frequently isolated species (20%); only 1 C. orthopsilosis was identified and there were no C. metapsilosis. T he remaining
episodes were caused by C. albicans (43.1%), C. tropicalis (14.4%), C. glabrata (11.7%), and other fungal species (10.8%).
The incidence of candidemia increased more than two-fold between 2009 and 2011 (from 3.3 to 7.4 cases/100,000 popu-
lation), and C. parapsilosis and C. glabrata fungemia increased throughout the period. C. parapsilosis was the most frequent
species in children under 15y (57.1%). All C. parapsilosis isolates were susceptible to anidulafungin, micafungin, flucyto-
sine, amphotericin B, and posaconazole, while 98.5% were susceptible to caspofungin, 97.1% to voriconazole, 95.6% to
fluconazole, and 76.5% to itraconazole. Condusons T his long-term study showed a slight increase in the incidence of
candidemia during the years of the study and a trend towards an increase in C. parapsilosis. Because of its high frequency
and intrinsic low susceptibility to echinocandins, the prevalence and susceptibility of C. parapsilosis should be monitored,
especially in children.

Keywords: Antifungal susceptibility, candidemia, Candida metapsiloss, Candida orthopslods fungemia

Introduction empiric therapy, pre-emptive therapy, and targeted

Fungemia is a serious health problem worldwide due
to its high morbidity and mortality rates[1]. Further-
more, the frequency has increased in recent years,
particularly for non-Candida albicans species[2]. C.
albicans is still the most common cause of fungemia,
but its frequency appears to be decreasing in some
countries [3,4]. Knowledge of such changes in spe-
cies distribution is of fundamental importance for
the treatment of fungemia because some species have
alow susceptibility to certain antifungal drugs, such
as C. glabrata to fluconazole and C. parapsilosis to
echinocandins. These 2 antifungal drugs are com-
monly used as first-line agents for prophylaxis,

treatment, taking into account the clinical and epi-
demiological situation [5-8].

In several regions of the world, such as M exico,
Argentina, Spain, Italy, and Turkey, C. parapsilosis
is now the second most commonly isolated species
in fungemia[3,9-12]. M oreover, C. parapsilosis has
recently been considered a 3-species complex, con-
sisting of C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsi-
losis, and C. metapsilosis[13]. T hese 3 species show
significant differencesin their susceptibility patterns
and prevalence rates [14]. However, little is known
of their distribution and susceptibility patterns over
theyears. Dataare also lacking regarding the current

Correspondence: F. Sdnchez-Reus, Servei de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, 89 Sant Quinti Street, 08026 Barcelona, Spain. Tel: +34

935537291. Fax: + 34 935537287. E-mail: fsanchezr@santpau.cat

(Received 21 November 2013; accepted 25 February 2014)

ISSN 0036-5548 print/ISSN 1651-1980 online © 2014 I nformaH ealthcare

DOl 10.3109/00365548.2014.900190

149

RIGHTS L



Scand J Infect Dis Downloaded from informahealthcare.com by Universitat de Barcelona on 07/04/14

For personal use only.

epidemiology of C. albicans and non-C. albicans
species, as few studies have been performed over a
long period of time in recent years.

We performed a retrospective study over a 15-y
period at a tertiary university hospital in Barcelona,
Spain.We evaluated the distribution and evolution of
C. parapsilosis versus other species causing fungemia
and also the prevalence of the 3 species of the
C. parapsilosis complex and their susceptibilities to
the 9 most commonly used antifungal agents.

Materials and methods
Data collection

All episodes of fungemia detected in patients hospi-
talized between January 1997 and December 2011 in
the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau in Barcelona,
were included in the study. This hospital served a
population of approximately 420,000 inhabitants
throughout the study period, representing 25% of the
population of Barcelona. A fungemia episode was
defined as a positive blood culture for yeast or mould.
We considered fungemia to be a single episode when
2 positive blood cultures of the same species were
separated by less than 30 days.We considered fungemia
1o be 2 separate episodes when 2 different fungal spe-
cles were separated by more than 3 days.

Blood cultures and identification of isolates

The semiautomatic system BacT/Alert was used to
detect septicaemia. Positive blood cultures with
microscopically observed yeasts or moulds were
subcultured on Sabouraud dextrose agar (Oxoid,
Madrid, Spain), blood agar (Oxoid, Madrid, Spain),
or CHROMagar Candida agar (CHROMagar, Paris,
France). Cultures were incubated at 37°C for 24-48
h and the colonies were examined macroscopically
and microscopically. Yeasts were identified using
commercial kits (VITEK 2YST, APLID 32C, or API
20C AUX) as per the manufacrurer’s instructions.
One isolate from each episode of C. parapsilosis
fungemia was recovered from the lyophilized strain
collection stored in the mycology laboratory. The lyo-
philized strains were rehydrated and tested for purity
and viability by culturing on CHROMagar Candida
(CHROMagar, Paris, France) and on Sabouraud
dextrose agar.

Molecular identification of cryptic species from
C. parapsilosis complex

To identify the cryptic species of C. parapsilosis com-
plex — C. orthopsilosis and C. metapsilosis — molecular
identification was performed by amplifving and
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sequencing the DNA segments comprising the inter-
nal transcribed spacer 1 (ITS1) and I'TS2 [13].

Susceptibility festing

Susceptibility testing was performed on all
C. parapsilosis complex isolates using the Sensititre
YeastOne SYO-10 colorimetric antifungal panel
(Trek Diagnostic Systems, UK), which includes the
following 9 antifungal agents: anidulafungin (AFG),
micafungin (MFQG), caspofungin (CFG), flucyto-
sine (5FC), posaconazole (POS), voriconazole
(VRQC), itraconazole (ITC), fluconazole (FL.C), and
amphotericin B (AMB). The minimum inhibitory
concentrations (MICs) for the 9 antifungal agents
tested were read after 24 h of incubation, as recom-
mended by manufacturer. For the interpretative
criteria, we used the new species-specific clinical
breakpoints and the epidemiological cut-off values
proposed by Pfaller et al.,, in which the isolates
showing a MIC =2 pg/ml for AFG, CFG, MFG, and
FL.C, a MIC =4 pg/ml for 5FC, a MIC =1 pg/ml
for POS and AMB, and a MIC =0.12 pg/ml for
VRC and ITC, were classified as susceptible strains
[15-20]. C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei
ATCC 6258 were used as quality control strains,
as recommended in the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines.

Statistical analyses

The Chi-square test and Fisher’s exact test were used
to detect differences in gender, patient age, and spe-
cies distribution by year. Differences in antifungal
MICs over the years were examined by Kruskal-
Wallis test followed by the Mann—Whitney test. In all
cases, alpha was set at 0.05.

Results
Distribution of species causing fungemia

Over the 15-y study period, 360 isolates were
collected from 350 episodes of proven fungemia in
343 patients, 7 of whom had 2 different episodes.
Table I shows the species distribution over the
15-y period. The most common species isolated
from blood cultures was C. albicans (155 cases;
43.1%), followed by C. parapsilosis (72 cases; 20.0%),
C. tropicalis (52 cases; 14.4%), C. glabrata (42 cases;
11.7%), C. lusitaniae (5 cases; 1.4%), and C. krusei
(4 cases; 1.1%). Six episodes (1.7%) of fungemia
were caused by unusual Candida spp. (1 C. rugosa,
1 C. guilliermondii, 1 C. dubliniensis, 1 C. lipolytica,
and 2 C. kefyr). Candida species accounted for
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93.4% of all isolates (336 cases), while other yeasts
accounted for 5.8% (1 Rhodotorula spp., 1 Trichos-
poron beigelil, 1 Hansenula anomala, 5 Blastoschi-
zomycescapitatus,and 13 Cryptococcusneoformans);
dimorphic or filamentous fungi accounted for the
remaining 0.8% (1 Histoplasma capsulatum, 1 Pen-
icillium marneffei, and 1 Fusarium spp.). Although
almost all episodes of fungemia were caused by a
single species of fungus, a mixed fungemia was
detected in 10 cases (2.9%): C. albicans + C. glabrata
(5 episodes; 50.0%), C. albicans + C. parapsilosis
(3 episodes; 30.0%), C. albicans + C. tropicalis
(1 episode; 10.0%), and C. lusitaniae + B. capitatus
(1 episode; 10.0%).

The number of candidemia episodes changed
over the 15-y study period. Between 1997 and 2005,
the incidence of candidemia episodes showed the
expected, slight, vear-to-year variations. However,
the incidence of 6.2 cases of candidemia/100,000
population in 2006 decreased to 5.2 cases/100,000
population in 2007, to 5.0 cases/ 100,000 population
in 2008, and to 3.3 cases/100,000 population in
2009.In 2010 the incidence of candidemia increased
t0 4.3 cases/100,000 population and in 2011 it was
as high as 7.4 cases/100,000 population, the year
with the highest incidence rates. These differences
did not reach statistical significance (p=10.294),
however the incidence of candidemia tended towards
an increase at an average of 0.05 cases/100,000 pop-
ulation by year of the study.

C. albicans was the species most frequently iso-
lated in all study years. However, 2 periods were dif-
ferentiated with regard to its frequency (p=0.001).
In the first period, from 1998 to 2001, 50% of the
fungemia cases involved C. albicans, while in the sec-
ond period, from 2002 to 2010, only around 40% of
fungemia involved C. albicans. C. parapsilosis was
identified as the second most common species caus-
ing fungemia throughout the study period except for

Table II. Candida species distribution by age group.

Role of Candida parapsilosts in fungemia 457

3y (1997, 1998, and 2008), with a percentage rang-
ing from 8.7% in 2008 to 29.2% in 2003. Although
the differences in distribution of C. parapsilosis over
the years did not reach statistical significance
(p=0.738), the prevalence of this species tended
towards an increase at an average of 0.33% by year.
The frequency of C. tropicalis and C. glabrata also
fluctuated during the study period, ranging from
4.8% in 2010 to 26.1% in 2008 and from 0% in
2005 to 25% in 2004, respectively. From 2009 to
2011, the prevalence of C. tropicalis was lower than
in the previous years of the study. This reduction was
related to an increase in frequency of C. glabrata,
which had percentages higher than those obtained
for C. tropicalis in these last 3 y of the study
(p=0.09).

Demographic data of patients infected by Candida spp.

Table II shows the distribution of Candida species
according to patient age. There were significant dif-
ferences in frequency in some species between the 4
age groups. The number of candidemia episodes
caused by C. parapsilosis varied significantly between
the 4 age groups (p<0.001). In the age groups of
=1y (66.7%) and 2-14 y (50%) it was the most
frequently isolated species, but in the other 2 age
groups it was significantly less frequent, showing
13.2% for the 15-64 y age group and 15.1% for the
=65 y group. C. albicans was the second most fre-
quently isolated species in the age groups of =1 and
2-14y, representing 29.2% and 37.5% cases of can-
didemia, respectively. In the other 2 groups it was the
most frequently isolated species, with 43.9% of cases
in the 15-64 age group and 51.8% in the =65 y
age group, followed by C. tropicalis representing
20.2% and 16.3%, respectively. The difference in
percentages between C. albicans and C. parapsilosis
was more notable in the age group =1 y. Only 1

=1y 2-14y 15-64 y =05y
Number of Number of Number of Number of
Species of Candida isolates %* isolates %* isolates %* isolates %*  Total
C. albicans 7 29.2 12 375 50 439 86 51.8 155
C. parapsilosis 16 66.7 16 50.0 15 13.2 25 151 72
C. tropicalis 1 4.2 1 31 23 202 27 163 52
C. glabrata 0 0.0 1 3.1 17 14.9 24 145 42
C. lusitaniae 0 0.0 0 0.0 3 2.6 2 1.2 5
C. krusei 0 0.0 1 31 3 2.6 0 0.0 4
Other Candida spp? 0 0.0 1 31 3 2.6 2 1.2 6
Total 24 7.1 32 9.5 114 339 166 494 336

“Percentage of 1solates in the indicated age group.

®QOther Candida spp. were as follows: C. rugosa (1 isolate), C. guilliermondii (1 isolate), C. dubliniensis

(1 isolate), C. lipolytica (1 isolate), C. kefyr (2 isolates).

152



Scand J Infect Dis Downloaded from informahealthcare.com by Universitat de Barcelona on 07/04/14

For personal use only.

458 M. Marti-Carrizosa et al.

other species was detected in this group: 1 case of
C. tropicalis. C. tropicalis was the third most com-
mon agent isolated in all age groups. C. glabrata also
showed differences in frequency in the 4 age groups,
increasing in parallel with age (p<<0.001). Analysis
of candidemia episodes in relation to gender showed
a higher frequency in males (62.8%) than in females
(37.2%) (p<<0.001).

Molecular identification of C. orthopsilosis and
C. metapsilosis

Molecular identification was possible in 68 of the 72
C. parapsilosis isolates. Four isolates could not be
identified molecularly because of failure to grow
when subcultured. Only 1 of the isolates was identi-
fied as C. orthopsilosis (1.5%) and all other strains
were identified as C. parapsilosis sensu stricto
(98.5%). The total prevalence of C. orthopsilosis
causing fungemia was 0.3%, corresponding to a sin-
gle strain isolated in a 37-y-old male in 2008.

Antifungal susceptibility testing of C. parapsilosis

Table 1T summarizes the results of in vitro antifungal
susceptibility testing of the 68 C. parapsilosis isolates
to 9 antifungal agents. According to the new species-
specific clinical breakpoints and the epidemiological
cut-off values, 100% of C. parapsilosis isolates were
susceptible to AFG, MFG, 5FC, AMB, and POS.
The percentages of susceptible isolates for CFG,
VRC, FLC, and ITC were 98.5%, 97.1%, 95.6%,
and 76.5%, respectively. Three strains were resistant
to FLC (=8 ug/ml). Of these, 2 were also susceptible
dose-dependent (SDD) to VRC (0.25-0.5 pg/ml)
and the third was also SDD to ITC (0.25-0.5 ug/
ml) and had an intermediate susceptibility to CFG

(4 pg/ml). Another 15 isolates were SDD to ITC
MIC,, 0.25 pg/ml). The only C. orthopsilosis isolate
was susceptible to all antifungal agents.

When susceptibility of isolates was compared
between the 4 age groups, no significant differences
were observed in the geometric mean (GM) MIC
values for all antifungal agents tested. However, 2 of
the isolates resistant to FLC and 4 SDD isolates to
ITC were identified in patients less than 15 y old.

The GM MIC, the MIC;, and the MIC,, values
for CFG (0.41, 0.5, and 1, respectively) were lower
than those for MFG (1.18, 1, and 2, respectively)
and AFG (1.06, 1, and 2, respectively). The GM
MIC values remained stable throughout the study
period for all the antifungal agents studied.

Discussion

In this survey we analysed the frequency and the
evolution of C. parapsilosis complex versus other
fungal species causing fungemia over a 15-y period
(1997-2011). The importance of C. parapsilosis as
an agent of fungemia is increasing due to its high
frequency, particularly in paediatric patients, as cor-
roborated by our findings. C. parapsilosis (20%) was
the second most frequently isolated species causing
fungemia in almost all of the study vears, after
C. albicans (43.1%), which was the most common
species isolated during the study period. The remain-
ing fungemia episodes were caused by C. tropicalis
(14.4%), C. glabrata (11.7%), C. lusitaniae (1.4%),
C. krusei (1.1%), and other fungi (8.3%). The
distribution of the fungal species causing fungemia
in our centre and the frequency reported for
C. parapsilosis are similar to those documented in
other recent reports in Spain [10,21-26], Mexico
[3], Argentina [9], Italy [11], and Turkey [12]. In

Table III. Results of the in vitro susceptibility testing of the 68 Candida parapsilosis complex isolates to

9 antifungal agents.

Percentage of

Drug GM MIC, pg/ml MIC range MIC,, MIC,,  susceptible isolates®
Anidulafungin 1.06 0.25-2 1 2 100
Micafungin 1.18 0.125-2 1 2 100
Caspofungin 0.41 0.06-4 0.5 1 985
Flucytosine 0.07 <0.06-0.5 <0.06 0.125 100
Amphotericin B 0.04 0.016-0.5 0.016 0.25 100
Posaconazole 0.05 0.008-0.25 0.06 0.125 100
Voriconazole 0.01 <0.008-0.25 0.016 0.03 97.1
Itraconazole 0.10 0.016-0.5 0.125 0.25 765
Fluconazole 1.00 0.025-32 1 2 95.6

MIC, minimum inhibitory concentration; GM MIC, geometric mean MIC.

2Susceptibility breakpoints were as follows: the anidulafungin MIC was =2 pg/ml, the micafungin MIC
was = 2 Jg/ml, the caspofungin MIC was =2 pg/ml, the flucytosine MIC was = 4 ug/ml, the amphotericin
B MIC was =1 pg/ml, the posaconazole MIC was =1 pg/ml, the voriconazole MIC was =0.12 pg/ml,
the itraconazole MIC was =0.12 pg/ml, and the fluconazole MIC was =2 pg/ml.
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contrast, in the USA [4] and Nordic countries [27],
the second most common yeast causing bloodstream
infection is C. glabrata, and C. parapsilosis is the
third or fourth most common yeast,

Our analysis over the 15-y period suggests that
candidemia is increasing slightly in our setting, since
between 2009 and 2011 the incidence increased
more than two-fold (from 3.3 to 7.4 cases/100,000
population). The incidence of candidemia in 2011
was the highest in the 15y of the study. This increase
is in keeping with the rising incidence of fungemia
reported by other authors [28]. The distribution of
Candida species causing bloodstream infection is
also changing, as can be seen by the results obtained
in this study in which the frequency of C. albicans
decreased during the last years of the study (2002-
2010), whereas the frequency of C. parapsilosis and
C. glabrata tended to increase. These findings also
agree with the results obtained in other studies that
detected a shift towards non-C. albicans species in
the last decade [29,30]. These changes in the epide-
miology of fungemia could be due to factors such as
the use of fluconazole and the echinocandins as first-
line agents to treat candidemia or as prophylaxis, and
to an increase in the life-expectancy of severely ill or
immunosuppressed patients.

The Candida species causing candidemia varied
according to age. It is well known that the frequency
of C. parapsilosis in paediatric patients is high, but
most reports have described a higher frequency of
C. albicans than C. parapsilosis in both neonates and
children [9,29,31]. The results obtained in our survey
showed that the most common species isolated in
patients aged <15 y was C. parapsilosis, rather than
C. albicans. This agrees with the results obtained in a
study conducted in Spain by Garcia-Rodriguez et al.
in 2013; the study included only paediatric patients
and showed that the most frequently isolated species
in newborns was C. albicans, whereas in all other age
groups the predominant species was C. parapsilosis,
with a prevalence of 43% considering all study cases
[32]. These discrepancies between study findings can
be explained by the different age ranges, differences
in geographic regions, and individual comorbidity.
Like other authors, we also found that the frequency
of C. glabrata increased with age.

As in previous studies, we found that the general
frequency of both C. orthopsilosis and C. metapsi-
losis was low compared to that of C. parapsilosis
sensu stricto. However, the frequency of these 2 spe-
cies may differ between countries and also within in
the same country. The prevalences of C. orthopsilo-
sis (1.5%) and C. metapsilosis (0%) obtained in the
present study were lower than those reported in
other studies in the Iberian Peninsula, in which the
prevalences ranged from 1.6% to 23.54% and from
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0.8% to 2.9%, respectively [14,24,25,33,34]. Sev-
eral factors have been described as the cause of these
low but highly variable incidence rates of C. orthop-
silosis and C. metapsilosis. Tavanti et al. [35] and
Bertini et al. [36] demonstrated that these 2 cryptic
species have a reduced virulence potential in terms
of biofilm formarion, adhesion capacity, and patho-
genic potential when compared with C. parapsilosis
sensu stricto. Miranda-Zapico et al. analysed the
prevalence of C. orthopsilosis and C. metapsilosis in
a collection of 329 strains previously identified as C.
parapsilosis from different body sites. C. orthopsilo-
sis was more commonly isolated from blood (5.1%)
than from other specimens, whereas C. metapsilosis
was most commonly isolated from otic and wound
specimens (10.3%) or from the vagina (10%) than
from blood (1.7%). Morcover, their study demon-
strated that the incidence of C. orthopsilosis could
be higher in warmer Mediterranean countries than
in cooler countries and suggested that the differ-
ences in hospital services and the patient population
could contribute to the high variability in cryptic
species [25]. These findings could explain the
absence of C. metapsilosis strains and the low inci-
dence of C. orthopsilosis in our series of C. parap-
silosis complex isolates causing fungemia.

In the current study we analysed the susceptibil-
ity of 68 C. parapsilosis isolates to 9 antifungal agents,
applying the new species-specific clinical breakpoints.
We detected a low prevalence of resistant isolates for
almost all antifungal agents in all study years. Sixty-
seven C. parapsilosis isolates out of 68 were classified
as echinocandin-susceptible, however it is important
to highlight that all C. parapsilosis isolates displayed
an intrinsic low susceptibility to the 3 echinocandins
and that the MIC, s were higher for MFG (2 pg/ml)
and AFG (2 pug/ml) than that for CFG (1 pg/ml). It
is not clear why C. parapsilosis complex isolates show
an intrinsic low susceptibility to echinocandins, how-
ever van Asbeck et al. suggested that these differences
could be the result of variations in the cell wall
compounds, a lower affinity of the glucan synthase
complex to echinocandins, or variations in the regu-
latory network of this complex [37]. Moreover, it
remains unclear whether a decrease in susceptibility,
both intrinsic and extrinsic, to echinocandins cor-
relates with clinical failure in C. parapsilosis. In 1
patient in our survey, we identified a C. parapsilosis
sensu stricto isolate that was non-susceptible to
CF@G, FLC, and I'TC. This patient was under treat-
ment with CFG but nevertheless showed a notable
improvement. Pfaller et al. [16] compared the rela-
tionship between the MIC and clinical outcome for
candidiasis and the echinocandins. The results
obtained showed that 88%,75%, and 82% of patients
infected by a C. parapsilosis isolate with a MIC =4
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ug/ml for AFG, CFG, or MFG, respectively, were
treated successfully with echinocandins [25]. These
findings might indicate that fungemia caused by a C.
parapsilosis sensu stricto isolate with an intermediate
susceptibility to any echinocandin could be treated
successfully with echinocandins.

C. orthopsilosis and C. metapsilosis appear to be
more susceptible to the vast majority of antifungal
agents than C. parapsilosis sensu stricto [24]. Unfor-
tunately, in our study we were unable to compare
the susceptibility patterns between C. parapsilosis
sensu stricto, C. orthopsilosis, and C. metapsilosis
and their evolution over the years because the prev-
alence of the 2 cryptic species was low.

In conclusion, this study highlights an increasing
trend of C. parapsilosis over the years, becoming the
second most common species causing fungemia in
the total number of episodes and the most common
species in the paediatric population in this study.
Such an increase in frequency suggests that the
prevalence and susceptibility patterns of C. parapsi-
losis should be monitored, particularly in paediatric
patients.
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ABSTRACT

We evaluated FKS1 and FKS2 mutations in Candida parapsilosis
bloodstream isolates and correlated them with echinocandin MIC values
determined by M27-A3 and YeastOne methods. All mutations were detected
outside HS regions. F1386S mutation detected in a resistant isolate by YeastOne
method but not by M27-A3, could be implied in echinocandin resistance. Further
studies are needed to confirm the implication of F13865 and to elucidate the

capability of M27-A3 method to detect echinocandin resistance.
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The Fksp subunits of the p-1.3-d-glucan synthase enzvme are the target of
echinocandins (1) and are encoded by FKS1, FKS2 and FKS3 genes. Acquired reduced
echinocandin susceptibility (RES) in most of the stramns of Candida spp. involves high
echinocandin MICs and amino acid substitutions in two hot spot (HS) regions of the

FKSI and FKS2 genes (2-9).

The mechanism leading to acquired RES in Candida parapsilosis 1solates has
not vet been described, since no clinical isolates with acquired echinocandin resistance
have revealed mutations in either HS1 or HS2 regions of the FKST gene (10-13). The
only mutation described to date in the HS regions is a naturally occurring proline to
alanine substitution in the HS1 region of the FKSI gene. This polymorphism is
responsible for the intrinsic RES of C. parapsilosis to echinocandins (14). Regarding

the FKS2 gene, mutations in the HS regions have not yet been analysed.

Our aim was (o analyse resistance to echinocandins against 77 bloodstream €.
parapsilosis sensu stricto isolates by correlating acquired FKS gene alterations with
MIC values of caspofungin (CFG), micafungin (MFG) and anidulafungin (AFG)
determined by the CLSI M27-A3 document guidelines (15) and by the Sensititre®
YeastOne SYO-10 panel (Trek Diagnostic System, England). MICs were read after 24h
of incubation and the interpretive criteria used were those published in CLSI document
M27-S4 (16). Molecular identification was performed by sequencing the TSI and
ITS2 regions (17). Genomic DNA was extracted using the commercial method
InstaGene Matrix (BioRad). The fragments including HS1 (amino acids 537-793) and
HS2 (amino acids 1277-1488) regions of FKSI gene were characterized in all C.
parapsilosis isolates using the Candida FKS universal primers (14). The fragments
including HS1 (amino acids 476-669) and HS2 (amino acids 1114-1316) regions of
FKS2 gene were analysed in a subset of 21 isolates (6 YeastOne resistant isolates, 9
susceptible isolates with a FRST mutation and 6 other susceptible isolates) using
primers designed for this study: CpF2HIF 5-CCAACCGCAAATACTTACC-3,
Cpl2HIR 5-AATGATGCCTCCTTCTTGAC-3, CpF2H2F 5
TATGCAATGCGGTAAAGGAC-Y and Cpl2H2R 5-
CTCCACGGCAAATCTTGAG-3". DNA sequences were compared to C. parapsilosis
reference sequences (GeneBank accession no. EU221325 and EU221326 for FEST and
FES2 genes) (14),
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Employing the YeastOne, six of the 77 C. parapsilosis isolates were resistant
to at least one echinocandin while employing the M27-A3 isolates were susceptible
to the three echinocandins (Table 1). The essential agreement (EA) between methods
for the three echinocanding was 98.7%, lower than that reported in other studies in
which no resistant C. parapsilosis isolates were included (18, 19). The categorical
agreement (CA) was 92.3%, 94.8% and 98.7% for AFG, MFG and CFG, respectively.
CFG is the agent with higher CA, despite i vitro susceptibility testing of CFG currently
not being recommended due to reproducibility problems (20, 21). The majority of the
errors were observed in the isolates classified as susceptible by M27-A3 and
intermediate to AFG (minor error: 6.2%), MFG (minor error: 3.9%) or CFG (minor
error: 1.3%) by the YeastOne. Major errors were observed with AFG (1.5%) and MFG
(1.3%) where in each case there was one isolate resistant by YeastOne and susceptible
by M27-A3. Since it seems that there is no concordance between the YeastOne and the
M27-A3 methods in detecting the resistant isolates, more studies are necessary to

elucidate which method best classifies the isolates that harbour resistance mechanisms.

All C. parapsilosis isolates analvsed harboured the previously described
naturally-oceurring polymorphism P660A in the HSI region of the FAST (14).
However, despite observing an appreciable range of echinocandin MIC values by the
YeastOne, none of the 77 C. parapsilosis isolates harboured mutations in either HSI
(652-660) or HS2 (1369-1376) regions of the Fkslp, apart from the naturally occurring
polymorphism.

Sequence alignments showed that 11 of the 77 (14.3%) C. parapsilosis isolates
harbour mutations outside the two HS regions of the FKSI gene which have not
previously been deseribed. Six of the 11 mutations were detected in a single allele
(heterozy gous), and the remaining 5 were detected in both alleles (homozygous). The
mutations were: V3931 (1 isolate), ST45L (6 isolates that subsequently showed
clonal relationship), M1328]1 (2 isolates), F13865 (1 isolate) and A1422G (1 isolate)
(Table 1). S745L, MI1328] and Al422G were identified in nine echinocandin
susceptible isolates, suggesting that these mutations are not implied in the susceptibility
to echinocandins. On the other hand, V3931 and F13868 were identified exclusively in
echinocandin resistant isolates by YeastOne (Table 1). The homozygous mutation
V5951 was identified in the only strain that was intermediate to caspofungin (MIC, 4

4
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pg/mL) but this mutation is a conservative substitution. However, the heterozygous
mutation FI3868 was identified in a strain that was resistant to AFG (MIC, 8 pg/ml)
and intermediate to MFG (MIC, 4 pg/mL). This mutation was non conservative and
interestingly, we found that it was situated 10 amino acids bevond the HS2 region
(1369-1376).

As seen in Table 2, the phenylalanine residue was highly conserved in the 7
Candida species and in the yeast Saccharomyees cerevisiae, and the valine residue.
situated in the 395 position, was conserved in the 7 Candida species. This high
homology (74%), observed between S. cerevisiae and C. parapsilosis $-1,3-d-glucan
synthase enzymes, led us to extrapolate the described topology from S. cerevisiae (22)
to that for C. parapsilosis, and to consider that the mutation V5951 is located in a
transmembrane domain, and the mutation F1386S is located externally and close to the

HS2 region.

We found that none of the 21 C. parapsilosis isolates screened for FKS2 gene
alterations presented mutations in HS1 and HS2 regions, which suggest a lack of

involvement of this gene in the susceptibility to echinocandins in C. parapsilosis.

Our findings highlight the lack of correlation between the YeastOne and M27-
A3 methods in detecting echinocandin resistant C. parapsilosis clinical isolates.
Moreover, our findings highlight the absence of mutations in the HS regions of FKS!
and FKS2 genes in those isolates resistant to echinocandins using the YeastOne method.
This suggests other regions of these genes may harbour mutations, such as the F1386S
or V5951, which we found outside HS regions, as has also recently been described in S.
cerevisiae (23). However, these results should be confirmed by genetic engineering or
by determining the 50% inhibitory concentrations for the mutant enzymes because other
mechanisms such as a compensatory increase in the production of chitin may also play
an important role in decreasing the efficacy of the echinocandins both in vitre and in

vive (24-26).
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316 Table 1: Results of the in vitro antifungal susceptibility testing to echinocandins and amino acid

317 substitutions in Fks1p for the non-susceptible isolates and for the susceptible isolates with mutation in the
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318 Feslp
319
MIC (& g/mL)* | Aminoacid change in Fkslp
Strain YeastOme Reference method (CLSI)
AFG | MFG CFG AFG MFG CFG
TI6ILL [ [ 1 T 1 7 Wi’
T064LE 1 2 1 1 1 2 M8l
1031LL 1 ] 03 1 1 1 §7458/L7
92811, 2 2 1 1 1 1 V3931
S3ILL [ ] 03 1 1 1 ST4EL"
T13LL 1 ] 0.25 1 1 1 ST
GEILL 1 F] 05 1 1 1 AlRGT
SHLL 1 1 0.125 1 1 1 S7458/L,°
474LL 1 1 0.25 1 1 1 M13281
462LL 2 2 0.5 1 1 1 S7458/L"
ST-14° 3 1 1 1 1 1 FI386F/S "
RS-16" 4 B 2 2 1 1 wt
CP-368" 4 1 05 2 1 1 wt
CP372" 1 1 2 1 1 2 wt
AX32° 1 1 05 1 1 1 ST4SS/L "
320 *MICs interpretive criteria used were those published in the CLSI M27-S4 document: <2 pg/mL (susceptible), 4
- 321 ng/mL i tiate), >8 pg/mL (resistant) for C. parapsilosis and all 3 echinocandins (16). CFG, caspofungir
5 322 MFG, micafungin; AFG, anidulafungin.
é E 323 * Strains obtained from the culture collestion of the Hospital Universitario la Fe (Valencia, Spain).
> g 324 Wi wild type.
kT 325 *\Mutations idenified in non-HS regions.
0 © 2l
e
'§ 5 326
E < 327 Table2: Ali t of the Fks1p seq from 7 Candida spp. and Saccharomyces cerevisiae.
c
< Organism 592 . 598 T2 . 48 1325 . 1331 1383 . 1389 1419 . 1425
C. parapsilosis FFAVMPL RIYSKTITL QVFML V L FISFIPL VFVAQIY
C. orthopsilosis FFAVMPL RIYSKTITL QVFML V L FISFEIPL VFVAQIY
C. metapsilosis FFAVMPL RIYSKTIL Q VFML V L FISFIPL VFVAQIY
C. albicans FFAVMPL RIYSKTITL QV FIL VL FISFIPL VFVAQIY
C. glabrata FFSVMPL RIYSKTIL QMFML T L WIAFVPI VFAGQIY
C. tropicalis EEEEEE B RIYSKTITL QVFIL VL FISFEIPL VFVAQIY
C. krusei YLTVMPL RIYSKVL QMFML T L FISEVPL VFVAQVY
§ cereviviar FFsMPL RIYEKIL oMFML TL w1l ARvel vEAlony

328 The three surrounding amino acids before and after the point mutations V3951, ST4SL, MI328I, F1386S and A1422G
329 (marked with *) are shown. The alignment was generated using the Clustal W program. The amino acid numbering
330 has been taken from the C. parapsilosis Fislp. =" indicated a gap in the protein sequence. The following GenBank
331 accession numbers have been used: O parapsilasis, ABNSOSILY C. orthapsilosis, XP O03867907.1; €,
332 wetapsilesis, ABY6T254.1; C. albicans, BAA21535: C. glabrata, XP_446406.1; C. tropicalis, XP_002550363; C.
333 kmuser, AAYMO291.2; 5. cerevisiae, AACI3T63.1,
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9. ANEXO II: COMUNICACIONES A CONGRESO
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Marti M, March F, Sanchez F. XI Congreso Nacional de Micologia. Cadiz
(Espafia). 2011.

. Andlisis de los genesKS en aislados deCandida no sensibles a las
equinocandinas. Marti M, March F, Sanchez F. SEIMC. Zaragoza (Espafia).
2013.

. Analysis of the main resistance mechanism to echinocandins in a large
collection of clinicalCandida isolates from Spain. Sanchez F, Marti M, March

F. TIMM. Copenhagen (Denmark). 2013.

. Tipificacion de aislados deCandida parapsilosis mediante el uso de
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(Espafia). 2013.
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10, ANEXO Ill: TRATAMIENTO DE LA CANDIDIASI INVASIVA
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Recomendaciones de la SEIMC sobre el tratamiento de la candidiasis invasiva (94)

+» Recomendaciones en el tratamiento de la candidiasis invasiva en pacientes
oncohematoldgicos:

1. En pacientes neutropénicos hemodinamicamente inestables o con antecedentes de
administracion previa de azoles como profilaxis, en los que existe posibilidad de
presentar una candidiasis resistente a fluconazol, ante el hallazgo de una levadura en
sangre debe iniciarse tratamiento empirico con una candina: caspofungina (70mg de
carga y 50mg/d después) (A)) micafungina (100 mg/d) (A-1) o anidulafungina
(200mg de carga y después 100 mg/d) (A-Il). La anfotericina B liposomal (3 mg/kg/d)
constituye una alternativa en esta situacion (A-11).
2. En pacientes clinicamente estables, sin exposicion previa a azoles, fluconazol (800
mg/d [12 mg/kg/d] y después 400 mg/d [6 mg/kg/d]) es una alternativa razonable (A-II).
En situaciones en las que ademas se desee hacer una cobertura frente a hongos
filamentosos puede iniciarse tratamiento con voriconazol (6 mg/kg/12 h dos dosis y
seguir con 3mg/kg/12 h) (A-II).
3. Una vez identificada la especie @andida, en infecciones producidas p@.
glabrata se prefiere una candina (B-lll) o anfotericina B liposomal (3 mg/kg), (B-III).
Si el paciente recibia fluconazol o voriconazol y ha presentado buena respuesta clinica y
los cultivos de seguimiento son negativos, parece razonable continuar con la misma
pauta (C-111).
4. Si se aislaC. parapsilosis, fluconazol es el tratamiento de eleccion (B-Ill) y
anfotericina B liposomal su alternativa (B-lll). Para infecciones producidasCpor
krusei, se recomienda una candina, anfotericina B liposomal o voriconazol (B-I111).
5. En pacientes en tratamiento con una candina o anfotericina B lipidica, si la especie
aislada es sensible a fluconazol y el paciente esta clinicamente estable, se deberia
sustituir el tratamiento antifangico por fluconazol (C-111).
6. El tratamiento recomendado para una candidemia no complicada es de un minimo de

14 dias tras el primer hemocultivo negativo, si existe resolucion de la clinica y

1 Strength of a Recommendation (SoR): Grade A ESCMID strongly supports a recommendation for use; Grade B ESCMID moderately supports a
recommendation for use; Grade C ESCMID marginally supports a recommendation for use; Grade D ESCMID supports a recommendation against use.
Quality of Evidence (QoE): Level I Evidence from at least one properly designed randomized, controlled trial; Level II: Evidence from at least one well-
designed clinical trial, without randomization; from cohort or case-controlled analytic studies (preferably from >1 centre); from multiple time series; or
from dramatic results of uncontrolled experiments; Level III Evidence from opinions of respected authorities, based on clinical experience, descriptive
case studies, or reports of

expert committees (91).
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recuperacion de la neutropenia (A-III).

7. En toda candidemia en un paciente neutropénico deberia considerarse la retirada del
CVC (B-lI).

8. En el tratamiento antifingico empirico durante la neutropenia febril, cuando se
sospeche una candidemia, se recomienda usar anfotericina B liposomal (3 mg/kg/d) (A-
I) o caspofungina (70mg de carga y 50mg/d) (A-l) o voriconazol (6 mg/kg/12h dos
dosis y seguir con 3mg/kg/12h) (B-I).Como alternativas se consideraran fluconazol
(dosis de carga de 800 mg/d [12 mg/kg/d] y después

400 mg/d [6 mg/kg/d]), itraconazol (200mg [3 mg/kg/12h]) (B-l) o micafungina 100
mg/d) (B-I).

9. En la candidiasis cronica diseminada, se recomienda fluconazol a dosis de 400mg (6
mg/kg/d) en pacientes clinicamente estables (A-lll). En pacientes inestables o con
enfermedad refractaria, se aconseja anfotericina B liposomal (3 mg/kg/d) o anfotericina
B desoxicolato a dosis de 0,5-0,7 mg/kg/d (A-lll). Una estrategia seria iniciar el
tratamiento endovenoso con una candina o anfotericina durante 1-2 semanas y pasar a
fluconazol oral a dosis de 400 mg/d (B-lll). El tratamiento se mantendra hasta la
calcificacion o resolucidn de las lesiones (A-lll). Los pacientes con candidiasis cronica
diseminada que requieran quimioterapia 0 un trasplante de progenitores
hematopoyéticos continuardn con profilaxis antifingica durante el periodo de riesgo

para prevenir la recidivaprofilaxis secundarig (A-111).

+ Recomendaciones para el tratamiento y profilaxis de la candidiasis invasiva en

el paciente que ha recibido un TOS:

1. En pacientes con CI sin neutropenia, sin signos de gravedad clinica, en ausencia de
dafo hepéatico significativo y sin antecedentes de uso previo de azoles se recomienda el
uso de fluconazol (12 mg/kg la 12 dosis, seguido de 6mg/kg/dia) (A-III).

2. En pacientes sin neutropenia, que han recibido profilaxis previa con azoles, con
enfermedad moderada o grave y con riesgo de infeccion por C. glabGatkrasei, o si

existe daflo hepatico significativo, administrar preferiblemente una candina
(caspofungina 70mg la 12 dosis seguido de 50 mg/dia [A-11], micafungina 100 mg/dia
[A-11], o anidulafungina 200mg la 12 dosis seguido de 100 mg/dia [A-Il]). En caso de no
poder administrar dichos farmacos, se recomienda anfotericina B liposomal (3

mg/kg/dia) (B-1ll) o voriconazol (dosis de 6mg/kg, 2 dosis, seguido de 3mg/kg cada 12
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horas) (B-lll). El uso de azoles es probleméatico en estos pacientes por el riesgo de
hepatotoxicidad y por la interaccion con los farmacos anticalcineurinicos. Se
recomienda determinar los niveles plasmaticos de voriconazol y de inmunosupresores.
3. En pacientes neutropénicos, administrar anfotericina B liposomal (A-Il).
Alternativamente una candina (caspofungina 70mg 12 dosis y seguir con 50 mg/dia [A-
[11], micafungina 100 mg/d [A-lll] o anidulafungina 200mg 12 dosis y seguir con 100
mg/d [A-111]) o voriconazol (dosis de 6 mg/kg, 2 dosis, seguido de

3mg/kg cada 12 horas) (B-IIl). El uso de azoles es problematico en estos pacientes por
el riesgo de interaccion con los farmacos anticalcineurinicos. Se recomienda determinar
los niveles plasmaticos de voriconazol y de inmunosupresores.

4. Una vez aislada la especie @andida, es importante la realizacion de un
antifungograma. En caso de aislaiGe parapsilosis, se recomienda una candina
(caspofungina, anidulafungina o micafungina) (B-1ll) o fluconazol (B-Ill), y como
alternativa anfotericina B en formulacion lipidica. En caso de aislarse C. glabrata es
preferible administrar una candina (B-1ll). En cualquier caso, si la espe€andela

aislada es sensible a fluconazol se recomienda sustituir el tratamiento antifingico previo
por este farmaco.

5. La duracion del tratamiento para candidemia sin complicaciones metastasicas es de 2
semanas tras la comprobacién de que los hemocultivos se han negativizado y han
desaparecido los datos clinicos atribuibles a la candidemia (A-111).

6. Se aconseja la retirada del CVC en pacientes no neutropénicos con candidemia (A-11)
aungue el aislamiento dgandida spp. en la punta de un catéter venoso en pacientes sin
fungemia no obliga necesariamente al uso de antifingicos.

7. Los pacientes con trasplante pulmonar, pancreatico e intestinal, deben recibir
profilaxis antifingica universal con fluconazol (B-Il). La mayoria de los expertos no
recomienda, en general, el uso de profilaxis en el trasplante cardiaco ni renal. En los
trasplantados hepéticos de alto riesgo se recomienda el uso de caspofungina (B-I1)
durante al menos 3 semanas. Como alternativa se podria usar anfotericina B liposomal a
dosis de 1-2 mg/kg/dia (B-1l), micafungina (C-Ill) o anidulafungina (C-Ill). Si no se
analizan factores de riesgo de IFI, se recomienda profilaxis universal con fluconazol

oral (3-4 semanas) (evidencia A-I, solo para Candida).

% Recomendaciones para el tratamiento de la candidiasis invasiva en pacientes

criticos:
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1. Si el paciente cumple criterios de sepsis grave, el tratamiento de eleccion es una
candina (A-l). En esta situacion de gravedad inmediata es necesario sustituir el catéter
venoso (especialmente en caso de shock séptico) (A-lll). Si se tratgpaeapsilosis,

la candina ha de sustituirse por fluconazol (B-Ill). Eventualmente, en casos graves
puede afadirse fluconazol y mantener el tratamiento con la candina hasta la mejoria
clinica (B-lll). Ante el aislamiento de cualquier otra especie Gémdida debe
mantenerse el tratamiento con la candina hasta alcanzar la defervescencia y estabilidad
clinica. A partir de este momento el tratamiento puede seguirse por via oral con un
triazol. C. albicans y C. tropicalis pueden tratarse con fluconazol (A-11)Cy krusei con
voriconazol (B-Il). En caso de infeccién p@r glabrata es preferible mantener el
tratamiento con la candina hasta disponer del antifungograma (B-Ill).

2. El tratamiento inicial de la Cl en el paciente estable y sin criterios de gravedad
depende de la probabilidad de que la infeccion sea debida a una cepa re€istente (
krusei) o potencialmente resistenteC.( glabrata) al fluconazol. Las siguientes
circunstancias se asocian a un mayor riesgo de infeccion por una esp€aralidie
resistente a fluconazol: a) antecedente de colonizaciorCpkirusei o C. glabrata,
detectada en los cultivos de vigilancia, o b) tratamiento con un triazol, antes o durante el
episodio de candidemia. Ante cualquiera de estas circunstancias, es aconsejable iniciar
el tratamiento con una candina o con voriconazol (A-Il), de lo contrario puede
emplearse fluconazol 800mg el primer dia, seguidos de 400 mg/dia (A-I).

3. En los pacientes con infeccion de gravedad moderada, situados entre los dos
extremos descritos, es preferible iniciar el tratamiento con una candina y sustituirla por
el triazol tras la mejoria clinica, la identificacion de especie y, eventualmente, del
resultado del antifungograma (A-III).

4. La eficacia clinica de las tres candinas es similar. La eleccion debe basarse en
aspectos tales como la posible interaccién con otros farmacos, el empleo en casos de
insuficiencia hepatica, los posibles efectos secundarios o el coste del tratamiento. En
cualquiera de las situaciones descritas si por alergia, intolerancia

u otro motivo no puede utilizarse una candina, la alternativa es el empleo de
anfotericina B liposomal (3 mg/kg/dia) (A-I).

5. En ausencia de lesiones metastasicas el tratamiento antifingico de una candidemia se
mantiene hasta 14 dias después de la resolucion de la clinica y la negativizacion de los
hemocultivos (A-Ill). En presencia de coriorretinitis importante el tratamiento debe

prolongarse entre 4 y 6 semanas (B-lll).
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6. En general, no se recomienda el uso de asociaciones de antifungicos para el
tratamiento de una candidemia. El empleo de asociaciones de antifingicos podria
considerarse en casos de mala evolucion, con candidemia persistente después de la

retirada del CVC, especialmente si el paciente esta neutropénico.

% Recomendaciones para el tratamiento de la candidiasis invasiva en nifios:

Candidiasis invasiva neonatal (< 1 mes)

1. La terapia de eleccion en los neonatos con Cl es la anfotericina B desoxicolato (dosis
diaria de 0,5-1,5 mg/kg o hasta una dosis acumulativa de 25-30 mg/kg) o el fluconazol
(dosis diaria de 12 mg/kg) (A-11).

2. Las formulaciones lipidicas de la anfotericina B (dosis diaria de 3-5 mg/kg) son una
opcion alternativa a la forma desoxicolato, si puede excluirse con certeza la afectacion
del tracto urinario (B-I1).

3. En neonatos con antecedentes de uso previo de profilaxis con fluconazol, la eleccién
de este antifungico como terapia inicial de la Cl ha de demorarse hasta conocer la
especie de Candida y su sensibilidad antimicrobiana (B-Ill).

4. La micafungina (dosis diaria de 2-4 mg/kg) es la candina mas evaluada en neonatos y
la Unica que tiene indicacion hasta ahora para el tratamiento de la Cl en neonatos. Se
recomienda el uso de candinas en neonatos si no es posible el uso de los antifungicos de
primera eleccidn por toxicidad o resistencia antifungica (B-I1).

5. En los neonatos con Cl o candidemia es obligatorio la retirada precoz de cualquier
dispositivo médico potencialmente contaminado, en especial, los catéteres vasculares
(A-I).

6. La positividad par&andida spp. de un cultivo de liquido estéril o de orina en un
neonato hace necesario descartar una forma local o diseminada invasiva de la infeccion.
Por lo tanto, se han de practicar cultivos de sangre, orina y LCR y un examen
oftalmoldgico adecuado, un ecocardiograma y unas pruebas de imagen

del higado, del bazo y de los rifiones (B-IlI).

7. La duracion optima del tratamiento antifUngico no ha de ser inferior a los 14 dias
después de la esterilizacion del lugar de la infeccion (LCR y/o sangre) y la retirada de
los dispositivos médicos potencialmente contaminados (B-Il). En determinadas formas
invasivas focales (endocarditis, infecciones osteoarticulares y endoftalmitis) la duracion

del tratamiento ha de ser entre 4 y 12 semanas (B-Ill).
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Candidiasis invasiva en nifios

1. El fluconazol (a dosis diaria de 6-12 mg/kg) y la anfotericina B desoxicolato (a dosis
diaria de 1mg/kg) son los farmacos de eleccién para el tratamiento de la Cl en nifios
inmunocompetentes (B-II).

2. La existencia de nefrotoxicidad o el uso simultdneo de farmacos nefrotdxicos
desaconsejan la utilizacion de anfotericina B desoxicolato. En esta situacién se ha de
optar por una formulacion lipidica de dicho farmaco (B-III).

3. La experiencia clinica publicada del uso de otros antifiUngicos en nifios es limitada.
Entre las candinas la experiencia mayor es con caspofungina y micafungina (B-1l). Las
formulaciones lipidicas de anfotericina B y el voriconazol deben reservarse como
farmacos alternativos (B-III).

4. Las recomendaciones para el tratamiento de la Cl en nifios inmunodeprimidos,
especialmente con neutropenia asociada, han de ser similares a las de los pacientes
adultos (B-I11).
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11. ANEXO IV: MUTACIONES DESCRITAS EN Fkslp Y Fks2p
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Mutaciones descritas en las regiones HS1/HS2 de Fkslp y Fks2p en aislados

clinicos de Candida spp. sensibles y no sensibles a alguna de las 3 equinocandinas.

Especie CIM Equinocandinas Fkslp Fks2p Mutaciones no- Referencia
AFG | CFG | MFG HS1 HS2 HS1 Hs2 | HSL/HS2
C. albicans® - >32 - S645P Parket al (2005)(159)
- >32 - S645Y Parket al (2005)(159)
- 05 - F641Y Katiyar et al (2006) (233)
- 1 - P649H W1358R Desnos-Oliviert al (2008) (161)
- 2 - F641S, Desnos-Oliviert al (2008) (161)
S645P
2 W1358R Desnos-Oliviert al (2008) (161)
0,16 3 0,33 F641L Garcia-Effronet al (2009)(212)
2 2,67 S645F Garcia-Effronet al (2009) (212)
083 | 267 | 083 D648Y Garcia-Effronet al (2009) (212)
0,25 0,25 R1361H Garcia-Effronet al (2009) (212)
4 2,67 S645F R1361R/H Garcia-Effronet al (2009) (212)
0,5 4 1 R1361G Eric Dannaougt al (2012) (204)
003 | 05 0,25 R647G Eric Dannaougt al (2012) (204)
C. glabrata ® - 4 - F659V Katiyar et al (2006) (233)
0,06 | 0,125| 0,25 R665G Zimbecket al (2010) (215)
0,5 0,25 | 0,125 S663P Zimbecket al (2010) (215)
0,25 | 0,25 0,5 R631G Zimbecket al (2010) (215)
1 0,5 0,5 F659Y Zimbecket al (2010) (215)
1 0,5 1 S629P Zimbecket al (2010) (215)
0,5 1 2 S663P Zimbecket al (2010) (215)
2 2 0,25 P667H Zimbecket al (2010) (215)
8 >16 8 S629P Pfeifferet al. (2010) (203)
4 4 4 S663F Pfeifferet al. (2010) (203)
025 | 025| 0,12 D632Y Pfalleret al. (2012) (167)
0,25 0,5 0,03 D648E Pfalleret al. (2012) (167)
0,5 2 0,5 | D632H Shieldset al. (2012) (165)
0,5 2 0,5 D632Y Dannaouiet al. (2012) (204)
1 8 0,5 F659del Castanheirat al. (2014) (162)
0,5 8 0,12 F659L Castanheirat al. (2014) (162)
0,125 8 1 F658del Castanheirat al. (2014) (162)
0,25 4 2 F625I P667T Castanheirat al. (2014) (162)
1 4 0,5 F659S, Castanheirat al. (2014) (162)
L664V
0,12 0,25 0,03 F625Y Castanheirat al. (2014) (162)
1 0,5 0,12 F625S Castanheirat al. (2014) (162)
4 2 16 S629P, Castanheirat al. (2014) (162)
R631S
0,03 | 0,03| 0,015 L630I Castanheirat al. (2014) (162)
2 1 0,5 L662W Castanheirat al. (2014) (162)
1 0,25 | 0,25 L664R Castanheirat al. (2014) (162)
0,12 0,25 0,06 D666Y Castanhedtal. (2014) (162)
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012 [ 025 0,03 P1371S Castanheirat al. (2014) (162)
0,06 | 006| 0,03 11379V Alexanderet al (2013) (166)
0,12 0,5 0,12 R665S Alexanderet al (2013) (166)
1 0,5 0,25 D632E Alexanderet al (2013) (166)
0,06 0,06 0,03 1634V Alexanderet al (2013) (166)
0,06 | 0,25| 0,015 Y1279F (1), Castanheirat al. (2013) (167)
T926P (2)
0,03 | 025| 0,015 G680S (2) Castanheiehal. (2013) (167)
0,06 | 0,25| 0,015 L195F (1) Castanheist al. (2013) (167)
0,06 0,25 | 0,015 F384Y (2) Castanheie al. (2013) (167)
0,12 | 0,25| 0,015 A995T (1) Castanheim al. (2013) (167)
0,06 0,25 | 0,015 D140Y, A1749V | Castanheirat al. (2013) (167)
@
0,06 0,12 0,03 T926P (2) Castanheistal. (2013) (167)
0,12 | 006| 0,06 A450T (2) Castanheim al. (2013) (167)
0,25 0,25 0,06 A1749 (1) Castanheie al. (2013) (167)
0,5 0,25 0,12 S663F T926P (2) Castanhedtal. (2013) (167)
1 0,5 0,5 S663Y G680S (2) Castanhedtaal. (2013) (167)
2 1 0,5 L662W E78D, T926P (2) Castanhedtal. (2013) (167)
2 2 2 S663P T926P (2) Castanheital. (2013) (167)
C.krusei © 8 L644W L701M (1) Desnos-Olivier (2008) (161)
0,25 1 0,25 H675H/Q (1) Pfeiffeet al. (2010) (203)
2 8 4 L648W L701M (1) Eric Dannaotet al (2012) (204)
1 4 2 F645L Eric Dannaougt al (2012) (204)
C. parapsilosis® 0,13 S656P Louiseet al. (2013) (175)
C. tropicalis® 2 L79W Desnos-Olivieet al (2008) (161)
2 4 2 S80S/P Garcia-Effronet al (2008) (234)
0,5 1 0,5 F76L Garcia-Effronet al (2008) (234)
1 4 1 F76S Garcia-Effronet al (2010) (205)

4C. albicans HSIFKSL: 641- FLTLSLRDP-649HS2FKSL: 1357- DWIRRYTL- 1364
bC. glabrata HSIFKSL: 625- FLILSIRDP-633HS2FKSL: 1340-DWVRRYTL-1347HSIFKS2: 659-FLILSLRDP-

667, HS2FKS2: 1374-DWIRRYTL-1381.

°C. krusel HS1FKS1: 655-FLILSIRDP-6631S2FKSL: 1364-DWIRRYTL-1371
4C. parapsilosis HSIFKSL: 652-FLTLSIRDA-660;HS2FKSL: 1369- DWIRRYTL-1376
°C. tropicalis HSIFKSL: 76-FLTLSLRDP-84HS2FKSL: 792-DWIRRYTL-799

(1) Mutaciones situadas fuera de la region HS1/HS2 defFk&h
(2) Mutaciones situadas fuera de la region HS1/HS2 deFg&a
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